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Presentación del trabajo
La Memoria que aquí se presenta se encuadra en el Proyecto de Investigación
financiado por la CICYT, ALI97-0396-C02-02 que lleva por título "Nuevos aspectos
vitivinícolas y tecnológicos a considerar en el estudio de la optimización de la espuma
del cava". Los objetivos se este Proyecto se plantearon en estrecha colaboración con los
elaboradores del sector que nos transmitieron su inquietud por mejorar la calidad
general de los vinos espumosos y más concretamente la de su espuma. Se consideró que
era necesario profundizar en el conocimiento de las variables tecnológicas que pueden
afectar a la calidad de los vinos. Algunas de las variables como el tiempo de
envejecimiento, la variedad de uva, la cepa de levadura y la adición de bentonita en la
solución de tiraje, ya habían sido estudiadas por nuestro grupo anteriormente, pero era
necesario completar los estudios anteriores ampliandolos a nuevas muestras y a nuevas
determinaciones. Había otras variables como las condiciones de cultivo de la vid y la
utilización de uvas de variedades tintas solas o mezcladas con blancas, cuyo estudio se
abordaba por vez primera.
Existe la preocupación de los elaboradores de la pérdida de la calidad de las uvas
de la variedad Parellada, la mas apreciada de las variedades blancas del cava, por estar
siendo sometida a condiciones de cultivo que favorecen una mayor producción.
También se sabe de forma empírica que los vinos espumosos que incluyen en su
composición uvas de variedades tintas dan espuma de mejor calidad que aquellos en los
que se han utilizado solo variedades blancas. Estos dos hechos había que confirmarlos y
conocer sus causas. Por ello se ha planteado esta investigación que tiene como objetivo
general la mejora de la calidad de los vinos espumosos y mas concretamente la de su
espuma, y como objetivos parciales, el estudio de:
/ La influencia de la cepa de levadura y de la adición de bentonita en ía
solución de tiraje, en la composición de los vinos espumosos.
2 La incidencia de la sobreexplotación de las vides de la variedad
Parellada en la calidad de los cavas.
3 La posibilidad de la utilización de uvas de variedades tintas como
mejorantes de la calidad de los vinos espumosos.
1
Presentación del trabajo
Debido a que existen numerosos estudios sobre la fracción nitrogenada de los
vinos espumosos y de los cambios que se producen en esta fracción durante el
envejecimiento con las levaduras, no se ha estimado necesario considerar este grupo de
compuestos en esta Memoria. En cambio, la falta de estudios sobre la fracción volátil y
polifenólica de estos vinos y especialmente de los cambios que se producen en el
envejecimiento han hecho que profundicemos en estos aspectos de la composición de
los vinos espumosos.
Para llevar a cabo estos objetivos se ha realizado el siguiente Plan de Trabajo:
• Elaboración de los vinos
Se han elaborado, a nivel industrial, con distintas cepas de levadura, vinos
espumosos procedentes de un único vino base, y con adición o no de bentonita
en la solución de tiraje, vinos espumosos de la variedad Parellada procedente de
viñedos tradicionales y en sobreexplotación, vinos de variedades tintas
vinifícadas en blanco y de sus mezclas con un vino blanco, y un vino espumoso
rosado.
• Estudio de los vinos
A los vinos elaborados, se les ha realizado el estudio de su composición global,
de la fracción volátil, de los compuestos fenólicos y de las características de la
espuma. Para realizar este estudio ha sido necesario poner a punto y validar un
método de HS-SPME para el análisis de los compuestos volátiles minoritarios y
utilizar la espectrometría UV-VIS y la espectrometría de masas acoplada a
HPLC para la identificación de los compuestos fenólicos.
• Relación entre las variables analíticas y los factores estudiados
Para el estudio de las relaciones existentes entre las variables analíticas y los
parámetros espumantes, se han aplicado diversas técnicas de análisis
multivariante.
1-Introducción
Introducción
1.1 Los vinos espumosos
Los vinos espumosos según el artículo 21 del Estatuto de la Viña, del Vino y de los
Alcoholes, Ley 25/1970, son vinos procedentes de uvas de variedades adecuadas, que
contienen como consecuencia de su especial elaboración gas carbónico de origen endógeno.
Este gas carbónico habrá de proceder de una segunda fermentación de los azúcares
agregados o naturales del vino base, realizada en envase cerrado. El producto terminado
deberá tener una presión mínima de 4 atmósferas medidas a 20 °C.
Los vinos espumosos según su elaboración se clasifican en espumosos fermentados
en botella y espumosos fermentados en grandes envases o granvás.
En los vinos fermentados en grandes envases, la segunda fermentación se realiza en
depósitos de cierre hermético, y posteriormente se trasvasan a botellas para su
comercialización. Se pueden denominar "granvas" o de "grandes envases" indistintamente.
En los vinos espumosos fermentados en botella, todo el proceso de elaboración y
crianza hasta la salida al mercado, se realiza en la propia botella. Este proceso se efectuará
en cavas o locales de condiciones térmicas adecuadas. A esta técnica de elaboración se la
denomina método clásico, tradicional o "Champenoise"
La Orden de 14 Noviembre de 1991 (B.O.E, n° 278) establece la denominación
"cava" para los vinos espumosos de calidad elaborados por el método tradicional o
"champenoise" en un ámbito geográfico delimitado, y que procedan de variedades de uva
autorizadas para la obtención de vinos base destinados a la elaboración de estos vinos.
Estas variedades son en el caso de uva blanca, Macabeo, Xarel.lo, Parellada, Subirat o
Malvasía Riojana, y Chardonnay, y como variedades tintas, Garnacha tinta y Monastrell.
Sólo para la obtención de cavas rosados se autorizan otras dos variedades tintas: Pinot Noir
y Trepat.
Introducción
Las principales etapas en la elaboración de los vinos espumosos por el método
tradicional son: tiraje, rima, punta, degüelle, y adición del licor de expedición. El esquema
de elaboración se muestra en la figura 1.
1.1.1 Tiraje.
Es el llenado de la botella con el vino base y la adición de una solución que se
denomina "licor de tiraje".
El vino base suele ser una mezcla de vinos varietales en proporciones adecuadas
para obtener una calidad determinada, se le denomina también vino de cupada. Debe
presentar ciertas características organolépticas (color pálido, aroma afrutado, etc.) y
analíticas (concentración de oxígeno suficiente para el desarrollo de las levaduras, poco
contenido en azúcar residual, contenido en alcohol moderado , y una baja acidez volátil).
No debe tener levaduras residuales, ni bacterias, y se habrá realizado la estabilización
tartárica. Una vez introducido en la botella no se le podrá hacer ningún otro tratamiento.
El licor de tiraje es una solución formada por las levaduras, sacarosa, mosto de uva
concentrado rectificado o no, o bien mosto de uva parcialmente fermentado, en proporción
adecuada para que la fermentación produzca la presión de anhídrido carbónico deseada.
Además se añade una pequeña cantidad de bentonita con el objetivo de facilitar la
floculación y posterior eliminación de las levaduras. La cantidad de bentonita empleada es
de aproximadamente 3 g/100 mL.
Las levaduras empleadas en la segunda fermentación además deberán reunir una
serie de características como actividad fermentativa a baja temperatura, resistencia al etanol
y a la presión de CÜ2, capacidad de floculación, etc.
Introducción
1.1.2 Rima
Las botellas se colocan en posición horizontal en locales de crianza especialmente
habilitados para ello. Durante esta etapa se producirá la segunda fermentación, toma de
espuma y crianza. La legislación española establece que el vino deberá permanecer en esta
etapa como mínimo nueve meses.
1.1.3 Punta
En esta etapa las botellas se someten a un proceso de removido, para conseguir que
todo el sedimento se dirija al cuello de la misma. Este proceso que se hacía
tradicionalmente colocando las botellas sobre pupitres, girándolas manualmente un octavo
de vuelta durante quince días hasta que quedaban prácticamente perpendiculares al suelo,
ha sido sustituido en la actualidad, por sistemas mas o menos automatizados que permiten
manipular el conjunto de botellas de una sola vez.
1.1.4 Degüelle
Consiste en la eliminación de las lías que se realiza provocando su depósito en el
cuello de la botella poniéndolas boca abajo. Este depósito se congela al introducir la botella
en un baño criogénico. A continuación se invierte y se le quita el tapón y por la propia
presión interna, el depósito congelado se expulsa.
Si se emplean levaduras incluidas o inmovilizadas en bolitas de alginato calcico o
dentro de un cartucho que se coloca en el cuello de la botella, se evita la etapa de punta y se
facilita el degüelle, pues no es necesario la congelación del cuello de la botella con las lías.
1.1.5 Adición del licor de expedición.
Durante la etapa de degüelle se pueden producir pérdidas de vino, esto se compensa
con la adición del licor de expedición, que puede ser el propio vino espumoso o bien
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sacarosa, mosto de uva, mosto de uva parcialmente fermentado, o mosto de uva
concentrado rectificado o no, vino base o una mezcla de dichos productos, con adición en
su caso de destilados de vino. De esta manera se consigue dar al cava el grado de dulzor
deseado.
Por último se cierra la botella con el tapón deñnitivo, que se sujeta al cuello con el
bozal o morrión.
: Mezcla; debaos varietalcs
Adición del licor de tiraje <i Levadura
Embotellado Clarificante
-2* Fermentación en botella
Envejecimiento con las
Adición del licor de
Figura 1. Esquema de elaboración de los vinos espumosos.
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1.2 £1 aroma de los vinos.
El aroma de los vinos en general, es el resultado de una larga secuencia de
transformaciones biológicas, bioquímicas y tecnológicas que transcurren desde el mosto en
fermentación hasta el vino.
En el vino se conocen hoy en día cientos de sustancias integrantes de la fracción
aromática (Morrot y Brochet, 1999). Estas sustancias son muy heterogéneas en cuanto a sus
características físico-químicas, tales como puntos de ebullición, concentración en la que se
encuentran en el medio, polaridad, etc.
Para que un compuesto químico determinado sea considerado como sustancia
odorante debe ser capaz de liberarse de la matriz en la que se encuentra, e interaccionar con
los sensores del olfato. Por tanto este tipo de sustancias son moléculas de bajo punto de
ebullición, es decir, compuestos volátiles que están débilmente unidos a la matriz, en este
caso al vino. Presentan pesos moleculares que oscilan entre 30 y 300 Da.
Dentro de los compuestos responsables del aroma de los vinos se encuentran grupos
químicos bastante heterogéneos tales como alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres, ácidos
volátiles, terpenos, piracinas, etc. La concentración de estos compuestos oscila bastante,
desde miligramos hasta picogramos por litro. Sus orígenes son diversos, pudiéndose
distinguir tres tipos de aroma según procedan de la uva, se generen durante la etapa
fermentativa o se originen durante la etapa de crianza.
El aroma primario, se debe a sustancias que se encuentran en la uva, que se han
sintetizado en la propia planta. Este tipo de aroma se denomina también varietal, por ser
específico de una variedad de uva determinada (Codomnier y Bayonove, 1979, 1980, y
1982). A este grupo pertenecen alcoholes formados por cadenas hidrocarbonadas de entre
cuatro y once átomos de carbono, aldehidos de seis átomos de carbono, y algunos esteres y
derivados terpénicos como nerol, linalol, geraniol, terpineol, citronelol, etc. Este último
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grupo de compuestos se encuentran en muy pequeña concentración en los vinos, pero
tienen una gran importancia por presentar umbrales de percepción muy bajos, asignándoles
aromas delicados y de mucha fragancia, que son muy característicos en algunos vinos
blancos, sobre todo en los procedentes de uvas moscatel. Además, los alcoholes terpénicos
y sobre todo los óxidos terpénicos, presentan una propiedad muy interesante a la hora de la
diferenciación varietal de mostos de uvas, y es que estos compuestos apenas se modifican
durante la fermentación alcohólica permitiendo descubrir a través de ellos el carácter
varietal del vino (Drawert y Schreier, 1978).
Los alcoholes y aldehidos de seis átomos de carbono son los principales
responsables de los olores herbáceos, que presentan determinados vinos que proceden de
vendimias poco maduras o de mostos obtenidos por fuertes presiones.
Al tener los hollejos una distribución aromática diferente a la de la pulpa,
dependiendo del tiempo de contacto con ellos, varía el aroma de! mosto (Herraiz y col.,
1990). También las uvas que han sido infectadas por el hongo Botrytis cinérea presentan un
perfil aromático alterado.
Algunos autores afirman la existencia de un aroma prefermentativo, que se forma
como consecuencia de la actuación de las enzimas de la uva en los procesos de prensado y
manipulación previa a la fermentación (Joslin y Ough, 1978; Cayrel y col., 1983). A este
grupo pertenecen algunos compuestos presentes en el mosto como 1-hexanol, cis-3-hexen-
l-ol, trans-2-hexen-l-ol, ünalol, metanol, alcohol bencílico y ácidos grasos de cadena larga
(Herraiz, 1989)
El aroma secundario o también llamado fermentativo, aparece durante la
fermentación como consecuencia del metabolismo de las levaduras. En esta etapa el vino se
enriquece en aromas respecto al mosto. La mayor parte de los componentes del aroma se
forman como productos secundarios del metabolismo de la levadura durante la
fermentación alcohólica. Los compuestos más importantes que se forman en esta etapa son
alcoholes, esteres, ácidos grasos, y aldehidos.
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El alcohol mayoritario es el etanol, seguido por dioles, y alcoholes superiores
(Pueyo, 1994). Dentro de este último grupo se incluyen los alcoholes isoamílicos, el
isobutanol y el n-propanol. Los alcoholes superiores pueden originarse por diversos
mecanismos: por la ruta de Ehrlich a partir de los aminoácidos precursores directos,
fundamentalmente valina, leucina e isoleucina que originan isobutanol, alcohol isoamílico y
alcohol amílico respectivamente, a partir de otro grupo de distintos aminoácidos no
precursores directos, como subproductos de una biosíntesis cuyo fin es la producción de
aminoácidos precursores, o bien a partir de azúcares y ácidos cetónicos. La composición
del sustrato de partida es muy importante para la producción de alcoholes superiores.
Los aldehidos proceden de la degradación de los azúcares o se forman durante el
envejecimiento, excepto el acetaldehído. Únicamente se pueden encontrar en las etapas
iniciales tras la fermentación del mosto, ya que rápidamente se reducen a alcoholes. Las
cetonas que se encuentran en el vino proceden de la uva.
Los fenoles volátiles del vino, no sólo proceden del metabolismo de las levaduras o
de las bacterias, sino de la hidrólisis de compuestos fenólicos de elevado peso molecular
presentes en las uvas.
Los esteres son un grupo muy importante de compuestos que se originan durante
esta etapa, ya que son los principales responsables de los aromas anortados. Hay dos grupos
fundamentales de esteres, que son los acetatos de alcoholes superiores y los esteres etílicos
de ácidos grasos, El éster más abundante es el acetato de etilo. La concentración final de
esteres en el vino es dependiente de su formación y destrucción durante el proceso de
fermentación y de su distribución entre el vino y la levadura.
Herraiz y Ough (1993), demostraron que los esteres etílicos de aminoácidos se
formaban durante la segunda etapa de la fermentación alcohólica y en el periodo en el que
el vino permanecía en contacto con las levaduras. Al inicio de la fermentación, los
aminoácidos que son tomados del medio por las levaduras o que son sintetizados, se
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emplean en la síntesis de proteínas. Según los autores, el incremento de esteres etílicos
ocurre siempre que la concentración de aminoácidos permanece baja en el medio, lo que
coincide con un aumento en la concentración intracelular de etanol debido a que se produce
en etapas avanzadas de la fermentación. Este aumento de etanol podía esterificar los
aminoácidos que previamente habían sido activados para la biosíntesis de proteínas.
Zea y col. (1994), en un estudio llevado a cabo en vinos de Jerez comprobaron que
las levaduras de flor tienden a producir una gran cantidad de ácidos grasos, y esteres
etílicos durante la fermentación. Observaron que después de 134 días de contacto del vino
con las levaduras de flor, se produce un descenso de los ácidos grasos hexanoico, octanoico
y decanoico, y los esteres etílicos de estos ácidos, hexanoato, octanoato, y decanoato de
etilo. Esta disminución la explican por el crecimiento de las levaduras, o bien por
fenómenos de hidrólisis tanto química, que se produce por el pH de estos vinos, como
indican Romey y Ough (1980), o por hidrólisis enzimática, ya sea por enzimas de la uva, o
de la levadura, no sólo debidas a la liberación de esterasas intracelulares como resultado de
un proceso de lisis post-fermentación, sino también por la actividad hidrolítica de la propia
levadura. Sin embargo, indican que esta última posibilidad parece inconsistente con el
aumento intracelular de octanoato de etilo y decanoato de etilo que encontraron.
Los ácidos grasos volátiles, se producen principalmente durante la fermentación.
Aunque en el vino están presentes en cantidades traza, sus bajos umbrales de percepción y
sus olores picantes hacen que sean de especial importancia en el aroma final del vino. Los
ácidos isopentanoico, hexanoico, y octanoico, han sido descritos como responsables del
carácter rancio, dulce, sudor, fétido, y graso en los vinos. Sólo el octanoico proporciona una
débil nota frutal. El decanoico y tridecanoico, han sido descritos como causantes de notas
aromáticas desagradables de tipo graso y cítrico, (Miranda-López y col., 1992).
La biosíntesis, por tanto, de este tipo de compuestos responsables del aroma
secundario, se podría iniciar cuando la levadura incorpora ácidos grasos de cadena larga
que están presentes en el mosto, y secreta al medio ácidos grasos de cadena corta y media.
Además consume aminoácidos y libera alcoholes superiores mediante mecanismos de
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transaminación y descarboxilación dando lugar al aldehido que se reducirá al
correspondiente alcohol. Otra vía de síntesis de este tipo de compuestos es a partir de
carbohidratos, como ocurre principalmente en la formación del 1-propanol. Esto está
regulado por la concentración de aminoácidos que haya en el medio. La síntesis de esteres
se produce a partir de los Acetil CoA y los alcoholes, mediante alcoholisis y liberación del
Coenzima A, y por tanto su liberación al medio es paralela a la formación de ácidos grasos
y alcoholes. La síntesis de ácidos grasos de cadena media se produce por liberación del
Acetil CoA de la biosíntesis de ácidos grasos por la levadura y separación del Coenzima A.
Esta es la forma en la que se secretan al medio elevadas cantidades de los ácidos hexanoico,
octanoico, decanoico y dodecanoico. En la figura 2 se muestra de manera esquemática la
síntesisis de este tipo de compuestos por las levaduras.
El aroma terciario o "bouquet", es el aroma adquirido a lo largo del
envejecimiento como resultado de las transformaciones producidas en los compuestos
originados durante la fermentación. Estas transformaciones pueden ser de tipo oxidativo en
los vinos envejecidos en madera, lo que no es el caso de los vinos espumosos, pero también
se producen fenómenos de reducción, durante la etapa de crianza en botella.
Los componentes del aroma de cualquier vino además de depender de la variedad de
uva, dependen de factores ambientales (clima, suelo), de las condiciones de cultivo de la
vid, de la madurez del fruto, de las condiciones de fermentación como pH, temperatura,
nutrientes del mosto, microflora, concentración de SO2 (Herraiz y col., 1989 y 1990) y
finalmente de los tratamientos postfermentativos (clarificantes, mezclas, etc.)
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Figura 2. Representación esquemática de la formación de compuestos del aroma por las
levaduras (adaptado de Lambrechts y Pretorius, 2000)
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1.2.1 Principales factores que influyen en el aroma de los vinos espumosos
1.2.1.1 Influencia del tiempo de envejecimiento en botella
Los vinos espumosos, presentan unas características singulares de aroma y sabor,
que contribuyen a la calidad y carácter propio del producto final debidas fundamentalmente
al envejecimiento con las levaduras. Durante esta etapa, ha sido demostrada la existencia
de un proceso deautolísis (Feuillaty Charpentier, 1982, Moreno-Arribas y col., 1998) en el
cual, las levaduras experimentan una lisis celular sin rotura de pared cuando agotan los
nutrientes del medio tras la segunda fermentación. Este proceso que ocurre durante la etapa
de envejecimiento, puede implicar una liberación de ciertos componentes y enzimas
proteolíticas desde el interior citoplasmático al seno del vino (Lurton, 1988; Leroy y col.,
1990), con lo cual durante el tiempo que permanece el vino en contacto con las levaduras se
podrían modificar las características aromáticas del vino espumoso.
Lubbers y col. (1994), en un estudio llevado a cabo sobre la influencia de las
paredes de las levaduras sobre alguno de los compuestos volátiles del vino, como el alcohol
isoamílico, octanol, hexanoato de etilo, octanoato de etilo, y p-ionona, llegaron a la
conclusión de que estos compuestos disminuían tras el contacto con las paredes de la
célula. El compuesto mas retenido era la p-ionona, que es más hidrófoba. Por tanto
sugerían que los mecanismos de eliminación de estos compuestos del vino se producen por
uniones hidrofóbicas con los lípidos de la pared de la levadura. Sin embargo, cuando
repitieron el experimento con paredes libres de lípidos encontraron que los compuestos
volátiles también disminuían aunque mucho menos, por tanto no sólo la unión hidrofóbica
era la explicación, sino también se producían fenómenos de adsorción que los hacía
disminuir. Sugerían además la posibilidad de que otros compuestos como las proteínas
también podrían unirse a este tipo de compuestos.
Algunos autores como Loyaux y col, (1981), han estudiado como influye laautolisis
de las levaduras en el aroma de los vinos Champagne, y observaron un incremento de
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compuestos volátiles mayoritarios sobre todo de esteres durante el envejecimiento, después
la mayoría permanecían constantes. Sin embargo, no encontraron evidencias de la
influencia de la cepa de levadura en la evolución de volátiles durante este envejecimiento.
Con el método de extracción que emplean no extraen compuestos de elevado punto de
ebullición, que son los que se piensa realmente influyen en la calidad del vino.
Mólnar y col. (1981), encontraron que la concentración de componentes de
relativamente alto punto de ebullición, especialmente algunos esteres como hexanoato de
etilo, miristato de etilo, palrnitato de etilo, palmitoleato de etilo, estearato de etilo, oleato de
etilo, linoleato de etilo, además de cis-famesol y trans-farnesol, aumentaba
considerablemente a lo largo del envejecimiento con las levaduras. También comprobaron
que como consecuencia de la autolisis de las levaduras, la concentración de decanoato de
etilo aumentaba en todos los vinos espumosos que estudiaron. Las diferencias fueron mas
pronunciadas en los componentes de alto punto de ebullición que eran los que más variaban
con el envejecimiento con las levaduras y que a su vez eran los que proporcionan las
cacterísticas aromáticas peculiares a este tipo de vinos. Comprobaron en el experimento
que hicieron con levaduras autolisadas e intactas, que la concentración de volátiles
aumentaba en todos los casos, aunque este aumento era mucho mas pronunciado cuando se
utilizaban las autolisadas. Con las levaduras autolisadas se vio que aumentaban sobre todo
los ácidos carboxílicos alifáticos y los esteres etílicos de alto número de átomos de carbono.
Además demostraron que la concentración de estos compuestos también estaba relacionada
con la temperatura de almacenamiento.
Silva y col. (1987), también encontraron diferencias en la concentración de
compuestos volátiles durante el envejecimiento con las levaduras. Así determinaron que a
los siete meses, el succinato de dietilo aumentaba, mientras que el acetato de isoamilo
disminuía, tanto en presencia como en ausencia de levaduras, aunque esta disminución era
mayor en el caso de estar las levaduras presentes. En cambio los ácidos volátiles
aumentaban con el contacto e indican que esto, podría ser una consecuencia de la
persistencia de actividad esterásica intracelular, que en los experimentos que llevaron a
cabo era posible detectarla hasta 300 días después del final de la segunda fermentación
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Las conclusiones de trabajos anteriores en las que prácticamente todos los autores
coinciden en que durante la etapa de envejecimiento se produce un aumento de algunos
compuestos volátiles, sobre todo esteres, contrasta con los resultados obtenidos por
Cavazza y col. (1990), que comprobaron en un estudio llevado a cabo en tres vinos
espumosos almacenados con las levaduras durante 21 meses, que los compuestos volátiles
que proporcionaban aromas afrutados a los vinos espumosos, fundamentalmente esteres
acéticos de alcoholes superiores o esteres etílicos de ácidos grasos, disminuían con el
tiempo de almacenamiento. Compuestos como los alcoholes superiores, acetaldehído, y-
butirolactona, y n-hexil derivados como el trans-3-hexenol, también mostraban variaciones
cuantitativas ligadas a la segunda fermentación, produciéndose ligeros aumentos durante el
envejecimiento, pero no particularmente ligados a la cepa de levadura que se empleaba en
la fermentación.
En cuanto a la influencia del tiempo de envejecimiento con las levaduras en vinos
de cava, Gordillo (1990), comprobó que no existían diferencias cuantitativamente
apreciables en los alcoholes superiores, pero si, en los alcoholes y aldehidos de seis átomos
de carbono, y sus correspondientes esteres, que disminuían con el tiempo de
envejecimiento, lo cual beneficiaba a la armonía gustativa y aromática del vino, que se
alcanzaba a partir de los 14 y 18 meses. Sin embargo, debido a procesos de esterificación e
hidrólisis, los esteres de ácidos grasos en especial el lactato de etilo y el succinato de dietilo
presentan aumentos lentos y continuos durante el envejecimiento de los vinos de cava, lo
cual tiene especial significación por su contribución a las cualidades organolépticas del
vino.
También Pueyo (1994), hizo el seguimiento de la evolución de los compuestos
volátiles a lo largo del envejecimiento con las levaduras de un lote de cavas, tomando
muestras inmediatamente después del tiraje, y a los 3, 6, 11, 17, 21, y 24 meses, no
observando variaciones importantes en la composición alcohólica a excepción del 3-metil-
1-butanol, que aumentaba a los 24 meses de envejecimiento en botella. Comprobó que se
producía un aumento de los esteres desde el vino de cupada hasta los 24 meses de
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envejecimiento siendo el láctato de etilo el éster más importante y que los ácidos grasos
volátiles hexanoido y octanoico, no variaban durante el envejecimiento, no detectando en
ningún caso el ácido isobutírico. En cuanto a otros compuestos volátiles de interés, vio que
el acetaldehído aumentaba durante la segunda la fermentación y el envejecimiento.
También detectó el dietilacetal y lay-butirolactona, no observándose variaciones a lo largo
del envejecimiento.
La gran variabilidad encontrada por los distintos autores en el comportamiento de
los compuestos químicos responsables del aroma de los vinos espumosos durante la etapa
de envejecimiento, también fue puesta de manifiesto por Colagrande y Ottina (1990), que
encontraron una gran heterogeneidad en los perfiles aromáticos de vinos espumosos
italianos. Esta variabilidad la explican por las diferencias de composición de los distintos
vinos base, las condiciones de fermentación, y los cambios que se producen en la segunda
fermentación. Además comentan el papel muy importante que tienen las distintas cepas de
levaduras, que tendrán distintos comportamientos durante la autolisis, debido a las
diferencias existentes en las actividades enzimáticas y por tanto su incidencia en la
producción de sustancias organolépticamente activas durante la autolisis.
Mazzolenni y Colagrande (1993), de nuevo, en el análisis de los compuestos
aromáticos de vinos espumosos italianos fermentados en botella, obtienen unos coeficientes
de variación muy altos para los distintos volátiles que analizan y dan la misma explicación,
que esto se debe a que las vías de formación de estos compuestos dependen de muchos
factores (temperatura de fermentación, clarificación del mosto, cepa de levadura etc.) que
no se comprenden totalmente.
Prácticamente la totalidad de trabajos que tratan de ver la variabilidad en los
compuestos del aroma durante el envejecimiento se han llevado a cabo en vinos espumosos
elaborados a partir de uvas blancas. Sin embargo existen muy pocos trabajos en vinos
espumosos de variedades tintas. Un trabajo relativamente reciente es el desarrollado por
Nicolossi (1995), que estudiaron la composición aromática en un vino espumoso obtenido
por el método "Champenoise" a partir de uvas tintas de la variedad Nerello Mascalese, pero
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vinificadas en blanco, con lo cual el aporte de antocianos era muy pequeño. Tomaron
muestras del mosto, mosto antes de la clarificación, después de la clarificación, vino base,
del espumoso antes del degüelle, y de un espumoso preparado para su comercialización.
Comprobaron que el cuadro aromático variaba mucho según iba avanzando el proceso de
fermentación y de toma de espuma. Prácticamente no había terpenos ya que partían de una
uva muy poco aromática. Resaltan sobre todo un continuo aumento en algunos esteres, pero
sobre todo los esteres del ácido acético, acetato de isoamilo y de hexilo, que son los que
aportan características de frescura y perfume y además son una expresión de una activa
fermentación, como ya expresaron otros autores (Bertuccioli y Montedoro, 1981). También
aumentaban otros compuestos aromáticos como el succinato de dietilo y el malato de
dietilo. Estos autores afirman que el aumento de esteres etílicos está mas influido por la
temperatura y el proceso de fermentación, que por el proceso de autolisis de las levaduras.
En cuanto a los ácidos grasos, butírico, hexanoico, octanoico y decanoico presentan un
continuo aumento, aunque ligero, posiblemente debido al proceso de envejecimiento con
las levaduras. Sólo el ácido octanoico aumentaba considerablemente en la segunda
fermentación. La y-butirolactona presentaba una continua disminución a lo largo de la
segunda fermentación (al contrario de lo que ocurre en un vino tranquilo).
A pesar de lo anteriormente expuesto, hay autores que no encuentran cambios
durante esta etapa, y que por tanto no han detectado ninguna influencia del contacto del
vino con las levaduras, ni tampoco de la posible influencia de la autolisis en la composición
aromática de los vinos espumosos. Usseglio Tomasset y col. (1983), no encontraron
cambios apreciables en la concentración de volátiles entre los tres y veintinueve meses de
contacto del vino con las levaduras durante el envejecimiento, afirmando que la calidad de
un vino espumoso se debe fundamentalmente a la calidad del vino base de partida, a las
características de la cepa de levadura empleada en la segunda fermentación, y de las
condiciones del envejecimiento bajo presión de CO2. Coinciden con los trabajos anteriores
en que los compuestos volátiles mayoritarios en estos vinos son sobre todo algunos esteres
como el succinato de dietilo, succinato ácido de etilo, y los ácidos hexanoico y octanoico.
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1.2.1.2 Influencia de la técnica de elaboración del vino espumoso.
Principalmente pueden distinguirse tres técnicas de elaboración de vinos
espumosos, los vinos espumosos obtenidos por el método "Champenoise", en los que todo
el proceso de elaboración tiene lugar en la misma botella, los vinos espumosos fermentados
en botellas que se transvasan bajo nitrógeno o gas carbónico y se filtran, o método
"transfer", y los vinos espumosos elaborados en depósito cerrado, método de grandes
envases o método "charmat".
La técnica de elaboración del vino espumoso puede tener consecuencias en la
fracción aromática del producto acabado. En ese caso no sería lo mismo un vino elaborado
por el método "champenoise" en el cual hay un contacto del vino con las levaduras durante
un periodo de tiempo mas o menos largo, que un vino espumoso elaborado por el método
de grandes envases, en el cual el contacto es menor. En este sentido hay algunos trabajos
que entre otras cosas, han tratado de ver como influye el proceso de elaboración en la
composición aromática del vino final. Así, Posteí y Ziegler (1991), hicieron un estudio de
dos vinos base de distinta calidad para ver como influía el tiempo de almacenamiento con
las levaduras en la composición aromática del vino espumoso final, estudiando además
como afectaba a la composición aromática tres tipos de tecnologías distintas de elaboración
de espumosos: fermentación en botella, fermentación en grandes envases, y fermentación
en botella con trasvase bajo nitrógeno y filtrado. Comprobaron que el contenido de volátiles
totales aumentaba a lo largo de la segunda fermentación, y durante el almacenamiento con
las levaduras hasta 15 y 18 meses. Después de este tiempo, había una disminución de
manera constante. Los compuestos que más aumentaban eran los esteres, sobre todo el
lactato de etilo y en menor medida el succinato de dietilo, que siempre se mantenía en bajos
niveles. Los demás esteres se mantenían siempre en bajas concentraciones (alrededor de 1
mg/L). Los compuestos carbonílicos, terpenos, metanol, y alcoholes superiores no se veían
apreciablemente influidos por el tiempo de contacto de los vinos con las levaduras. Estos
autores no encontraron diferencias significativas en la composición de volátiles con el tipo
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de tecnología empleada en la elaboración ni con la distinta composición y calidad del vino
base.
Moretti y Garofolo (1991), estudiaron el efecto del tiempo de envejecimiento en la
composición aromática de los vinos espumosos producidos en grandes envases, y vieron
que estos no cambiaban de manera significativa. Sólo el acetato, succinato, y lactato de
etilo, aumentaban sensiblemente. Además vieron como el acetato de etilo mostraba una
cierta dependencia de la levadura utilizada, como ya otros autores habían comprobado
(Giodici y col. 1990). También se vio que en la producción de volátiles influyen mucho las
condiciones de luz y oscuridad durante el almacenamiento del vino. Había mas producción
de compuestos volátiles del aroma en condiciones de oscuridad, pudiendo deberse a la
hidrólisis de este tipo de compuestos organolépticamente importantes por la acción de la
radiación luminosa.
1.2.1.3 Influencia de la cepa de levadura empleada en la segunda fermentación
La levadura más utilizada para la producción de vinos espumosos es Saccharomyces
cerevisiae. Piracci y col. (1992), realizaron un trabajo en el que un vino base "Moscato
bianco", se fermentaba con dos especies distintas de levaduras, Saccharomyces cerevisiae y
Sacharomyces bayamts en tres estadios físicos distintos, libres, inmovilizadas en esferas de
alginato de sodio o confinadas en un pequeño tubo cerrado con una membrana de celulosa.
Comprobaron que S. bayamis era la máxima productora de acetatos de alcoholes superiores
y de esteres de ácidos grasos, y que con levaduras incluidas en esferas de alginato se
obtenían los mejores resultados.
Sin embargo, Cavazza y col (1990), en un estudio que hicieron con tres cepas de
levadura distintas en la segunda fermentación no encontraron diferencias significativas en
la composición de volátiles.
Tini y col. (1995), estudiaron la influencia de la autolisis de la levadura, así
como el método de producción del vino espumoso (segunda fermentación en grandes
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envases o en botella). Llegaron a la conclusión de que la capacidad autolítica de la
levadura influía de modo muy positivo en la calidad del vino espumante obtenido tanto
en grandes envases como en la fermentación en botella. Comprobaron que la
concentración de algunos compuestos como el glicerol, ácido succiníco, ácido acético y
alcoholes superiores no dependía de la cepa de levadura utilizada.
1.2.1.4 Influencia de la utilización de clarificantes para facilitar el degüelle
Hay muy pocos trabajos en la bibliografía en los que se estudie el efecto que tienen
los clarificantes añadidos durante el tiraje, en la fracción volátil de los vinos espumosos.
Sin embargo, si se ha estudiado el efecto que sobre esta fracción tienen, diferentes
sustancias empleadas para clarificar los vinos, entre las que se encuentran algunos
compuestos que se añaden para favorecer el removido de las lías, como por ejemplo la
bentonita.
La influencia de distintos clarificantes sobre la composición aromática de los vinos,
ha sido estudiada por algunos autores como Guillouy col. (1998), que trataban de encontrar
el clarificante mas adecuado de los habitualmente empleados, como era la gelatina,
albúmina de sangre, caseína y albúmina de huevo con bentonita. Comprobaron que la
gelatina y la albúmina de sangre afectaban fundamentalmente a las características fisico-
químicas. La albúmina de huevo disminuía el contenido esteres, alcoholes superiores,
acetaldehído y metanol, y por tanto no era aconsejable su empleo como clarificante de
vinos. Sin embargo el análisis sensorial de los mismos vinos con los diferentes clarificantes
no demostró grandes diferencias entre el empleo de uno u otro.
Lubbers y col (1996), estudiaron en soluciones modelo el efecto de distintos tipos
de bentonita, y encontraron importantes diferencias en cuanto a su capacidad de unión a
algunos compuestos volátiles como la 7-decalactona y la [3-ionona. Demostraron a su vez,
que la adsorción de este tipo de compuestos no se ve afectada por la concentración de
etanol en el medio, y sin embargo si lo está por la concentración de azúcares, de esta
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forma, se producía un aumento de la adsorción de estos compuestos cuando se añadían al
medio glucosa y fructosa en concentración de lOOg/L.
Puig-Deu y col (1999), estudiaron como afectaba el tipo de clarificante añadido a
los mostos monovarietales Macabeo y Parellada antes de la fermentación, en la calidad de
los vinos base y vinos espumosos de Cava. Estudiaron dos tipos de clarificantes, bentonita,
y una mezcla formada por caseinato potásico, bentonita y celulosa microcristalina.
Comprobaron que había diferencias según el tipo de clarificante que se utilizara. El empleo
de la mezcla de distintos tipos de clarificantes, provocaba una disminución en la
concentración de azúcares residuales, y por tanto la fermentación era más completa.
Debido a la mayor adsorción de diferentes proteínas, entre otras algunas enzimas
oxidativas, y de polifenoles, los vinos elaborados con la mezcla de agentes clarificantes,
presentaban menor tendencia a la oxidación. Además el tiempo de estabilidad de la espuma
era mayor y tenían menor contenido de compuestos nitrogenados y de algunos compuestos
volátiles. El análisis sensorial demostró a su vez, que los vinos producidos con los dos tipos
de clarificantes, presentaban diferencias organolépticas.
En el caso de los vinos espumosos elaborados por el método " champenoise",
como se ha indicado con anterioridad, una pequeña cantidad de clarificante es empleada
como coadyuvante en el proceso de elaboración para facilitar la posterior eliminación de las
lías. La influencia de estos clarificantes en la composición aromática de este tipo de vinos
no ha sido objeto de muchos estudios, únicamente Gerbi y col. (1990) estudiaron su efecto,
y comprobaron que el empleo de bentonita, alginatos., y fosfatos usados para facilitar el
degüelle, no afectaban a la composición aromática del vino determinada por análisis
cromatográfíco, pero si se evidenciaban diferencias en el análisis sensorial, comprobándose
que el empleo de alginatos tenia un efecto negativo respecto a la bentonita y los fosfatos,
además el alginato no facilitaba el degüelle.
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1.3 Relación entre la composición química del vino y la calidad sensorial
Uno de los temas de investigación actualmente más interesantes dentro del estudio
de los aromas del vino, especialmente en vinos espumosos, es el encaminado a encontrar la
relación entre un aroma determinado, y el compuesto o compuestos químicos que lo
originan.
Iacono y col. (1990), comprobaron la relación existente entre los datos químicos del
análisis por cromatografía de gases de los distintos compuestos responsables del aroma, y el
análisis sensorial, para distintos vinos espumosos de la variedad Chardonnay que habían
sido cultivados en 27 puntos geográficos distintos. El análisis sensorial que fue realizado
por un comité de expertos. Se comprobó la relación entre algunos componentes del aroma y
el carácter que producían en el vino. Así se encontró una correlación entre la nota sensorial
de caramelo-goma de mascar con los acetato de isobutilo y de hexilo, y de modo particular
con el acetato de isopentilo. La nota aromática de fruta tropical se relacionó positivamente
con los esteres de etilo C6 y C%, la nota floral con el acetato de isobutilo, y la nota herbácea
con el 4-vinilfenol, el acetato de isoamilo, y el p-feniletanol.
Otros autores como Colagrande y Ottina (1990), indican que las características
arrutadas de frescura de los vinos espumosos, se deben a la composición de esteres:
isobutirato de etilo, acetato de isoamilo, acetato de n-hexilo, hexanoato de etilo, octanoato
de etilo, decanoato de etilo o acetato de p-feniletanol. Estos resultados concuerdan con los
de otros autores que también consideran a los esteres etílicos y acéticos responsables del
aroma afrutado (Cavazza y col., 1990). Además sugieren que como consecuencia del
envejecimiento con las levaduras se produce en los vinos espumosos italianos obtenidos
por el método clásico, un aroma definido como "aroma de levadura" o "costra de pan",
atribuido al 2-metil-ditiometilfurano.
Entre la multitud de compuestos volátiles que un sistema es capaz de separar, sólo
unos pocos tienen importancia aromática en el producto final. Los estudios olfatométricos
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se basan en el empleo de la nariz humana como detector cromatográfico, de tal forma que
sólo se obtenga respuesta de los compuestos odorantes.
La manera más sencilla y ampliamente utilizada de establecer la importancia
sensorial de un compuesto odorante es el empleo del concepto del valor de aroma. El valor
de aroma de un odorante se define como el cociente de la concentración de dicho
componente y su umbral de olfacción, y se expresa en unidades de aroma (Etievant, 1991).
Si el valor de aroma es <1, se considera que el odorante no participa en el olor del producto
evaluado. Si es >1, el odorante participa efectivamente en el aroma y tanto más cuanto
mayor es el valor del aroma. Para su cálculo se requiere por tanto, el conocimineto del valor
umbral y la concentración del compuesto en los vinos.
El análisis olfatométrico o "sniffing", es una valiosa herramienta para este tipo de
estudios. Consiste en oler el efluente a la salida de la columna del cromatógrafo de gases,
(parte del efluente se desvía al detector de ionización a la llama, y la otra parte se dirige a la
nariz de la persona). Habitualmente, se van haciendo diluciones progresivas del compuesto
detectado, (método del aroma extract dilucliori), hasta llegar a la no percepción del mismo.
De esta manera se hacen unos diagramas llamados aromagramas, donde se representan las
diluciones frente a la intensidad de respuesta percibida. Esto es muy importante para
determinar los umbrales de percepción de un compuesto determinado y conocer que
compuestos son los más relevantes en el aroma final de un vino (compuestos impacto),
además de proporcionar gran ayuda para el conocimiento de las características aromáticas
de los vinos, ya que puede suceder que el cromatograma nos indique la existencia de un
pico grande, por tener un alto factor de respuesta en el detector cromatográfico, pero que
tenga una baja percepción para la nariz humana, y por tanto no sea demasiado importante
en el aroma final.
Aznar y col., (2001) emplearon la técnica del "aroma extract diluction" (AEDA),
para conocer los compuestos impacto más representativos de vinos tintos de Rioja
envejecidos. La mayoría de los compuestos odorantes los cuantificaron empleando
cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas. Además recogieron distintas
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fracciones del vino por HPLC, y posteriormente las analizaron por cromatografía de gases-
olfatometría, y cromatografía de gas es-espectro me tría de masas. De esta forma
identificaron 58 compuestos de un vino tinto envejecido, y cuantifícaron 52. Compararon
las tres técnicas y demostraron que eran complementarias.
1.3.1 Metodología analítica empleada para el análisis de compuestos responsables
del aroma en los vinos.
Los compuestos químicos responsables del aroma de los vinos se pueden dividir
según la concentración en la que se encuentren, en compuestos volátiles mayoritarios, que
son aquellos que se encuentran en mayor concentración, y que por tanto se pueden analizar
directamente sin necesidad de extracción previa, y compuestos volátiles minoritarios, que
son aquellos que por encontrarse en muy baja concentración requieren una etapa previa de
extracción y concentración de los mismos. La manera más común de clasificar a estos
compuestos es sin embargo, según su punto de ebullición. Así se pueden dividir en
compuestos de volatilidad alta, que presentan puntos de ebullición menores de 140 °C, y
que generalmente se analizan directamente, y compuestos de volatilidad media, que
presentan puntos de ebullición mayores a 140 °C, y que normalmente requieren técnicas de
extracción y concentración por encontrarse en el vino en muy pequeña cantidad.
La cromatografía de gases es la técnica más adecuada para el estudio del aroma de
los vinos.
Los actuales avances en cromatografía de gases aplicados al análisis de vinos en
general, están enfocados a la utilización de la menor cantidad de muestra posible y la
determinación del mayor número de componentes de una manera rápida, sencilla y
reproducible (sistemas de inyección de grandes volúmenes de muestra y concentración
simultánea, inyectores "purge and trap", microextracción en fase sólida, etc.) y por otro
lado, a la detección e identificación de componentes traza de interés, bien sea por su
contribución positiva al aroma del vino, por su posible efecto negativo ("orYflavors"), o por
su interés sanitario.
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Cuando se analizan muestras complejas o demasiado diluidas, la preparación de la
muestra es un paso indispensable. En estos casos, para el análisis de los compuestos
volátiles por cromatografía de gases, es preciso la separación previa de los componentes no
volátiles, cuantitativamente mayoritarios, aprovechando las diferencias de polaridad o de
puntos de ebullición.
Los componentes que forman la fracción volátil del vino presentan un amplio rango
de polaridad, volatilidad, y concentración, no existiendo un método universal adecuado
para todos ellos, por tanto habría que considerar qué compuestos son los que nos interesan,
antes de seleccionar el método de extracción.
Las técnicas de extracción y concentración que con mayor frecuencia seestán
empleando son las que se detallan a continuación
1.3.1.1 Extracción con disolventes
La extracción y enriquecimiento en volátiles usando disolventes es el método más
utilizado para obtener una eficiente concentración. Para la elección del disolvente habrá que
tener en cuenta su selectividad, poder de extracción, punto de ebullición, inercia química y
facilidad para su purificación. Si se pretende extraer un gran número de compuestos
químicos, el disolvente no debe ser muy selectivo.
Muchos son los trabajos que utilizan los disolventes como método de extracción de
los volátiles minoritarios en vinos espumosos, (Garofolo y col, 1990; Mazzoleni y
Colagrande, 1993 ; Nicolosi y col, 1995 etc.). Los disolventes que más se emplean para la
extracción son: isopentano (Mólnar y col, 1979) y mezclas de n-pentano y cloruro de
metileno (Cavazza y col, 1990; Moretti y Garofolo, 1991; Silva y col, 1987; Usseglio-
Tomasset y col, 1983; Gerbi y col., 1990; Garofolo y col, 1994, etc). Otro tipo de
disolvente que también ha sido utilizado es el Freón-11 (Herraiz, 1989; Pueyo, 1994; etc).
Su uso ha estado muy extendido por su baja volatilidad (p.e = 32 °C) lo que hace que se
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eluya muy pronto y que se elimine bien, su bajo poder extractor del etanol y otros alcoholes
de cadena corta, poca selectividad, con lo que extrae un amplio rango de compuestos
químicos de naturaleza diversa, no es necesario el secado de los extractos debido a que es
poco miscible en agua, escasa reactividad, etc. Sin embargo, su uso se está abandonando
debido a que es muy contaminante, agravado por el hecho de tener una alta estabilidad en la
atmósfera.
Otras variantes a este sistema son la destilación por arrastre de vapor, la destilación
a presión reducida, y la SDE (Simultaneous Distillation-solvent Extraction), que se han
aplicado al análisis del aroma de vinos tranquilos, pero que no se ha aplicado al estudio de
vinos espumosos.
En SDE, se emplea un disolvente de bajo punto de ebullición que extrae
continuamente de la fase acuosa los compuestos volátiles evitando asi su calentamiento.
Los tiempos de extracción son de aproximadamente una hora. Con esta técnica se recuperan
fundamentalmente compuestos de baja o media volatilidad, perdiéndose los compuestos
altamente volátiles. La principal ventaja estriba en que utiliza poca cantidad de disolvente
lo que hace innecesaria la etapa de concentración de la muestra. Algunos autores han
aplicado vacío para aumentar la eficacia de la extracción (Blanch y col., 1996).
La microextracción con disolventes orgánicos es un método alternativo en el que se
utilizan pequeños volúmenes de muestra (10-50 mL) y de disolventes (100 u.L-lmL), que
se someten a agitación durante aproximadamente I hora. Una vez recogida la fase orgánica,
puede inyectarse directamente en el cromatógrafo en modo splitless. Con esta técnica se
han obtenido buenos resultados cuantitativos para un gran número de componentes
volátiles del vino (Ferreira y col., 1993, Ortega y col., 2001).
La utilización de disolventes para extraer los compuestos volátiles, presenta algunas
desventajas, como la necesidad de concentrar el extracto obtenido para proceder a la
inyección, con lo cual se pueden perder parte de los compuestos extraídos, el
enmascaramiento de compuestos de bajo punto de ebullición con el pico del disolvente, el
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uso de grandes cantidades de disolventes orgánicos con el posible efecto negativo para el
medio ambiente, etc. Todo esto implica la necesidad de avanzar en el desarrollo y mejora
de los métodos de preparación de muestra.
1.3.1.2 Técnicas de espacio de cabeza.
Los sistemas de análisis de los componentes volátiles por técnicas de espacio de
cabeza (Head-space), o también conocidas como técnicas de muestreo de la fase de vapor
en contacto con la muestra, están teniendo actualmente un creciente interés, entre otras
razones porque dan una idea bastante acertada de la composición de la fracción aromática,
y bastante parecida a la que entra en contacto con las fosas nasales. Es una técnica muy
adecuada para el análisis de los componentes más volátiles. El problema que plantean es
que al estar los componentes más significativos desde el punto de vista sensorial en el
rango de trazas, requieren métodos de concentración. Básicamente consisten en la
preconcentración, para posterior análisis y determinación de la fase de vapor que se
desprende de la matriz sólida o líquida. Se dividen en dos grandes grupos de técnicas:
técnicas de espacio de cabeza estático o de equilibrio, y técnicas de espacio de cabeza
dinámico.
El análisis del espacio de cabeza estático no es frecuente en los vinos, ya que el
cromatograma que se obtiene es muy pobre. Para mejorar este tipo de análisis se recurre a
los métodos de análisis del espacio de cabeza dinámico. Para ello se hace pasar el espacio
de cabeza de una muestra de vino a través de un polímero adsorbente, el más empleado es
el Tenax, posteriormente se desorben térmicamente los compuestos volátiles atrapados en
el polímero. De esta forma Noble y col. (1980), consiguieron identificar 60 compuestos
distintos y cuantificar 20 de ellos en vinos tranquilos, con buenos resultados de
reproducibilidad.
Basados prácticamente en el mismo proceso están los sistemas de purga y trampa,
en el que los analitos son arrastrados con un gas inerte (He o N2), normalmente hasta una
trampa rellena con un adsorbente. Generalmente para el análisis del vino se utiliza Tenax,
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ya que presenta algunas ventajas como la baja retención para el etanol y el agua, y la
posibilidad de realizar una desorción térmica a alta temperatura (300 °C) sin peligros de
descomposición del polímero. Tras la desorción térmica la muestra suele pasar a una
trampa criogénica en la que se concentran los analitos y se produce la focalización de los
mismos antes de ser desorbidos nuevamente por calentamiento, para introducirlos en la
columna cromatográfíca. Los sistemas que incorporan trampas frías requieren la
eliminación previa del agua contenida en la muestra, porque puede quedar retenida en la
trampa. La desorción y el crioenfoque puede realizarse en sistemas comerciales que
inyectan la muestra directamente en la columna. Para el análisis de compuestos volátiles del
vino se ha utilizado el ATD (Automatic Thermal Desorption), en el que el arrastre con N¿
se realiza fuera del cromatógrafo (Salinas y col., 1994), el sistemas TCTI (Thermal
Desorption Cold Trap Inyector ), y el PTI (Purge Trap Tnjector), que permiten colocar la
muestra dentro del inyector y hacer el arrastre, la desorción y el enfriamiento " on line" en
el cromatógrafo (García-Jares y col., 1995).
En estos sistemas hay que tener en cuenta la temperatura y el tiempo de desorción,
que deben ser lo suficientemente altos para como para desorber rápidamente todos los
compuestos atrapados sin ocasionar reacciones de pirólisis, y es necesario hacer ensayos en
blanco antes y después del análisis de los vinos para comprobar que el adsorbente no cede
compuestos y que la desorción ha sido eficaz.
Trabajos recientes (Goodner y Rouseff, 2001) han demostrado la utilidad del
empleo del espectrómetro de masas de trampa iónica como sensor químico ( o "nariz
electrónica"), para identificar y cuantificar componentes individuales en una muestra, y así
poder clasificar diferentes zumos de uva que difieren únicamente en la concentración de un
único componente añadido a distintas concentraciones.
1.3.1.3 Extracción por retención en polímeros porosos
La extracción de compuestos volátiles por adsorción en polímeros porosos ha sido
empleada bastante en el análisis de vinos (Gunatay col., 1990; Di Stefano, 1991; Gómez y
29
Introducción
col, 1995; etc) debido a que presenta algunas ventajas como son el requerir menos tiempo
que la extracción líquido-líquido, necesitar menor cantidad de disolvente, y menor volumen
de muestra.
El adsorbente debe presentar suficiente afinidad por los analitos a extraer y permitir
posteriormente la elucción fraccionada con un disolvente de adecuada polaridad. Los
adsorbentes mas empleados son Amberlita XAD-2, Extrelut y Chromosorb, para análisis de
alcoholes y esteres en los vinos, realizando la elución con diclorometano o éter dietílico
(Pérez-Coello, y González-Viñas, 1995). El principal inconveniente es que los rendimientos
obtenidos en la extracción son bajos para componentes polares (Gerbi y col., 1992), y por
otro lado, es necesario concentrar el extracto y eliminar el disolvente antes de la inyección
croma to gráfica.
1.3.1.1 Microexracción en fase sólida (SPME).
La microextracción en fase sólida (SPME), es una nueva técnica de concentración
desarrollada hace pocos años (Pawliszyn y col. 1990), para la concentración de las muestras
previa a su análisis. Fue aplicada en un principio para el análisis de contaminantes en agua,
pero se extendió su uso al análisis de compuestos responsables del aroma en alimentos
(Yang y Peppard., 1994; Stephen y col., 1996). En vinos ha demostrado ser una técnica
muy adecuada para la extracción de terpenos y de otros compuestos del aroma (De la Calle-
García y col., 1996; Vas y col., 1998b; Hayasaka y Bartowsky, 1999). Comparada con las
técnicas tradicionales ofrece enormes ventajas: alta sensibilidad y reproducibilidad, bajo
coste, extracción sin disolventes, no requiere una preparación previa de la muestra, empleo
de pequeños volúmenes de muestra, y posibilidad de automatización.
La técnica se basa, en la adsorción de los distintos analitos presentes en la muestra,
en una fibra de sílice fundida recubierta con un polímero de distinta naturaleza dependiendo
de la polaridad del analito a extraer (poliacrilato, polidimetilsiloxano, carboxen-
divinilbenzeno, etc). De la Calle-García y col. (1997), demostraron que la extracción de
alcoholes era mayor con fibras de poliacrilato (PA), que los terpenos se extraían bien tanto
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con fibras de PA como con fibras de polidimetilsiloxano (PDMS), que las mejores
extracciones para esteres se realizaban con fibras de PDMS, y que para los ácidos se
obtenían buenos resultados tanto con fibras de PA como con las de
Carbowax/divinilbenceno (CW/DVB). La extracción se completa cuando se alcanza el
equilibrio entre los analitos disueltos en la fase que recubre la fibra de sílice fundida, y los
presentes en la muestra.
En SPME, se puede trabajar de dos formas distintas, sumergiendo la fibra
directamente en la solución con los analitos (SPME-DI), o bien introduciéndola en el
espacio de cabeza que queda entre la muestra y la tapa del vial (SPME-HS). Algunos
autores han comparado los dos métodos de extracción. Así Vas y col., (1998a), encontraron
que el análisis por inmersión con una fibra de PDMS extraía menos que el análisis del
espacio de cabeza para la mayoría de los componentes del aroma de los vinos que
analizaron. Sin embargo, compuestos polares con baja volatilidad, como la glicerina, se
extraían mejor usando la inmersión. Otra desventaja que encontraron cuando empleaban
fibras de PA en inmersión, es que la fibra se dañaba aproximadamente a los 20 análisis,
mientras que el análisis del espacio de cabeza permite cientos de ellos. Indican que esto es
debido fundamentalmente a la fuerte unión que se produce entre los polifenoles del vino y
la fibra. De la Calle-García y col. (1998a), al comparar las dos técnicas, comprobaron que
la capacidad de extracción era la misma, pero coinciden igualmente en que la duración de la
fibra por inmersión es menor, e indican que con el análisis del espacio de cabeza se podría
analizar el aroma de mostos con grandes cantidades de azúcar sin dañar la fibra.
Cuando la extracción ha sido completada se procede a la desorción térmica de los
compuestos adsorbidos a la fibra en el inyector del cromatógrafo de gases, para su postenor
separación cromatográfica.
En la técnica de SPME, es muy importante controlar y optimizar todas las variables
que influyen en el proceso de extracción y desorción. La temperatura de extracción, la
velocidad de agitación, volumen del vial de muestra, la adición de sales para mejorar la
extracción, el tiempo y temperatura de desorción, son variables muy importantes a
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controlar, y que han sido y son, objeto de estudio por numerosos autores que emplean esta
técnica para el análisis de compuestos responsables del aroma en vinos (De la Calle-García
y col., 1996 y 1998b; Hayasaka y col., 1999; Whiton y Zoecklein, 2000).
El calentamiento de la muestra, hace que se rompan las barreras que unen el analito
a la matriz, permite el proceso de transferencia de masa aumentando la presión de vapor del
analito, y por tanto facilitando su al espacio de cabeza.
1.3.1.5 Otros sistemas de extracción
Otro sistema de extracción de compuestos volátiles que está empezando a aplicarse
en los vinos, es la extracción con fluidos supercríticos (SFE), que aunque da buenos
resultados en soluciones modelo, no está aún muy adaptado para vinos (Blanch y col.,
1995), y la extracción por microondas que ha sido ensayada porRazungles y col. (1994), y
ha dado buenos resultados para algunos compuestos como lactonas, alcoholes y ácidos de
cadena larga.
1.4 Los compuestos fenólicos del vino.
Dentro de la denominación general de "compuestos fenólicos" se incluye un gran
número de compuestos muy heterogéneos que se caracterizan porque presentan un anillo
aromático con al menos, una sustitución hidroxilo y una cadena lateral funcional.
Estos compuestos están ampliamente distribuidos por todo el reino vegetal.
Proceden del metabolismo secundario de los vegetales, y tienen a los ácidos acético y
siquímico como principales precursores (Ribéreau-Gayon, 1968).
En la uva se encuentran en las partes sólidas, preferentemente en hollejos,
pepitas, y raspones, encontrándose diferencias cualitativas y cuantitativas según la parte de
la baya de la que se trate, de la variedad, del estado de madurez y del año de producción.
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1.4.1 Clasificación de los compuestos fenólicos
La clasificación de los compuestos fenólicos propuesta por Harbone y
Simmonds (1964), según su esqueleto carbonado agrupa a estos compuestos en familias,
siendo las más importantes, las que a continuación se detallan. Además se han incluido
algunos compuestos fenólicos que se originan durante la fermentación alcohólica, y que
habitualmente aparecen en los vinos.
• Compuestos fenólicos no flavonoideos
C6 Fenoles sencillos
C6-C1 Alcoholes, aldehidos, cetonas y ácidos benzoicos.
C6-C2 Acetofenonas
Alcoholes y ácidos fenólicos
Ácidos mandélicos
C6-C3 Alcoholes, aldehidos y ácidos cinámicos
Alcoholes yacidos 3-fenil-l-propanoicos
Cumárinas
Isocumarinas
Cromonas
D Compuestos fenólicos flavonoideos
Flavanonoles (dihidro-2,3-flavonoles)
Flavonas
Flavonoles
Flavanonas (dihidro-2,3-flavonas)
C6-C3-C6 Isoflavanonas
Flavanoles
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Antocianos (antocianinas)
Auronas
Calconas
Dihidrocalconas
a Compuestos fenólicos polimerizados
(C6-Cl)n Taninos hidrolizables
(C6-C3-C6)n Taninos condensados
(C6-C3)n Ligninas
• Compuestos fenólicos minoritarios
C6,C1O,C14 Quinonas
C6-C1-C6 Benzofenonas, xantonas
C6-C2-C6 Estilbenos
C18 Betacianinas
C30 Biflavonoides
D Compuestos fenólicos producidos durante la fermentación alcohólica
Tirosol
Triptofo
1.4.1.1 Compuestos fenólicos no flavonoideos
Se caracterizan por presentar un anillo bencénico que dependiendo de los
sustituyentes va a dar lugar a distintas estructuras, como se recogen en la figura 3
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R Compuesto
-OH
-CH2OH
-COOH
-CHO
-COCH3
-CH=CH-CH2OH
-CH=GH-COOH
-CH=CH-CHO
-CH=CH-COO-
-CH2-CH2OH
-CH2-COOH
-CH2-CH2-CH2OH
•CH2-CH2-COOH
-GHOH-GOOH
Fenol
Alcohol bencílico
Acido benzoico
Aldehido benzoico
Ceton a. benzoica
Alcohol cinámico
Acido cinámico
Aldehido cinámico
Cumarina
Alcohol 2-ftnÍletflico
Acido feDtletfltco
Alcohol '3-fenÜ-l-propIlÍco
Acido 3-fenilpropanoico
Acido mandéÜco
Figura 3. Estructura química de los compuestos fenólicos no
flavonoideos
Este tipo de compuestos se encuentran en la naturaleza en forma libre o combinada.
En el caso de los ácidos benzoicos sus combinaciones son poco frecuentes, los ácidos
cinámicos, al contrario se suelen encontrar combinados con otras moléculas como
hidroxiácidos, azúcares y otros compuestos fenólicos (Winter y Herrmann, 1986). Las
combinaciones con hidroxiácidos se realizan a través de enlaces tipo éster entre el grupo
carboxilo del ácido cinámico y un grupo alcohólico del hidroxiácido, que normalmente va a
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ser el ácido quínico o el tartárico, predominando este último en la uva (Correa-Gorospe y
col., 1991).
Los ácidos cinámicos por presentar un doble enlace con diferentes sustituyentes en
un mismo carbono, pueden presentar las dos formas cis y trans, esta última es mas estable,
y además las dos formas presentan propiedades biológicas diferentes. Cada isómero se
puede transformar en el otro fácilmente bajo la influencia de la luz ultravioleta. La forma
cis puede dar por ciclación las cumarinas (Butlery Siegelman, 1959).
Estrella y col., (1984), encontraron en hollejos ácidos benzoicos: gálico,
protocatéquico, gentísico, p-hidroxibenzoico, vainillínico, y siríngico, ácidos cinámicos:
cafeico, trans-p-cumárico, trans-ferúlico y cis-ferúlico; Los aldehidos: vainillíco, siríngico,
p-hidroxibenzoico, 3,4-dihidroxibenzoico, y la cumarina escopoletina, observando
diferencias cuali y cuantitativas entre variedades blancas y tintas. Boursiquot y col, (1986)
encontraron también diferencias en la concentración de distintos ácidos hidroxicinámicos
dependiendo de la parte de la baya (hollejo o pulpa) en la que se encuentren. Detectaron
una mayor concentración de esteres en los hollejos de uvas tintas que en los de las
variedades blancas.
El ácido caferoil tartárico es el hidrixicinamato que se encuentra en mayor
concentración en mostos y vinos, representa mas del 50% del total. Los esteres tartáricos de
los ácidos p-cumárico y ferúíico también están presentes, pero en una menor proporción
Las formas trans, son los isómeros mayoritarios, pero las formas cis de estos esteres
también han sido detectadas (Baranowsky y Nagel, 1981; Romeyery col., 1983).
Los esteres de los ácidos ferúíico, cafeico, y p-hidroxicinámico con el ácido
tartárico tienen una gran importancia en la identificación de variedades (Singleton y col.,
1976; Singleton 1987; Macheix y Fíeuriet, 1986; Lamuela y col., 1996). Estos esteres
participan en reacciones de pardeamiento de uvas y vinos, especialmente los del ácido
cafeico (Romeyery col, 1983).
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1.4.1.2 Compuestos fenólicos flavonoideos
Constituyen el grupo más extenso de compuestos fenólicos en los vegetales.
Están formados por dos ciclos bencénicos unidos por una cadena de tres átomos de
carbono. Normalmente, estos tres átomos de carbono dan lugar a un heterociclo
oxigenado. La estructura básica se recoge en la figura 4.
B
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Se diferencian entre sí por el grado de oxidación y de sustitución del heterociclo
(Figura 5). Dentro de cada familia flavonoidea, los distintos compuestos se diferencian por
el número y localizacion de los grupos hidroxilo y/o metoxilo en los anillos A y B.
©
Flavona
O
Flavanoles
0
Flavanonas
AAH
0
Flavanonoles
Antocianos
0
Auronas
O
Calconaa
0
Dihidro calcónos
•yOy
-^V^OH
OH
Flavan-3,4-dioles
• ^ " " OH
FÍavan-3-oles
Figura 5. Esti*uctura de la cadena lateral de los principales
grupos flavonoideos
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En la naturaleza se encuentran unidos a azúcares por uniones principalmente 0-
heterosídicas, y menos frecuentemente C-heterosídicas. Los glúcidos a su vez, pueden estar
o no esterificados, principalmente con ácidos hidroxicinámicos.
Se podrían resumir todos los compuestos flavonoideos en la siguiente lista:
Flavononoles (dihidro-2,3-flavonoIes)
Flavonas
Flavonoles (3-hidroxiflavonas)
Flavononas (dihidro^^-flavonas)
Isoflavanonas
Flavanoles:
Flavan-3-oles
Flavan-3,4-oles
Flavan-4-oles
Antocianos (antocianidinas)
Auronas
Calconas
Dihidrocalconas
Los grupo de flavonoides mas representativos en las uvas y vinos, son los que a
continuación se detallan.
a Flavononoles y Flavonas
Se han encontrado flavononoles en hollejos y en raspones de uvas blancas,
principalmente la astilbina (3-ramnósido de hidroquercetol), y la engelatina (3-ramnósido
de dihidrokaempferol). En la hoja de Vitis vinifera, se ha demostrado la presencia de
flavonas como el 7-glucósido de apigenol y luteolina (tomado de Flanzy, 2000).
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Q Flavonoles (3-hidroxiflavonas)
Presentan un grupo carbonilo en el heterociclo en posición 4, y un grupo hidroxilo
en posición 3. En las uvas estos compuestos están generalmente como glucósidos, el más
abundante es el glucósido de quercetina, aunque también se han identificado, miricetina,
quercetina, kaempferol, e isoramnetina, tanto en uvas blancas como en tintas (Fernández de
Simón y col., 1992 a y b)
Durante el proceso de vinificación se produce la hidrólisis de los glicósidos, por lo
que en el vino existe una gran parte en forma de aglicona (García-Viguera y Bradle, 1995).
Sin embargo, la rutina (3-O-ramnoglucósido de quercetina), y la quercetina-3-glucurónido,
este último confirmado por HPLC-MS, también ha sido encontrada en vinos (Lamuela-
Raventós y Waterhouse, 1994, Betés-Saura y col., 1996). La quercetina 3-glucurónido, es
el único flavonol que Ibern-Gómez y col., (2000), encontraron en vinos de cava, aunque en
muy baja concentración (0,08-0,09 mg/L).
Cuantitativamente no existen diferencias en el contenido de estos compuestos estre
uvas tintas y blancas, pero debido a que se localizan en hollejos y pepitas si hay variaciones
en los vinos dependiendo del proceso de vinificación
a Flavanoles
En este grupo se incluyen las catequinas (flavan-3-oIes), que constituyen la base de
los taninos condensados, las leucoantocianidinas (flavan-3,4-dio!es), y los flavan-4-oles.
Tienen el heterociclo totalmente saturado y un grupo hidroxilo en posición 3, lo que da
lugar a dos carbonos asimétricos (C2 y C3) y determina la existencia de cuatro isómeros
ópticos. Según el grado de hidroxilación del anillo B, y la orientación respecto al OH del
heterociclo, da lugar a distintos compuestos que se denominan, catequina, epicatequina,
galocatequina, y epigalocatequina.
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Los flavonoles se localizan en las partes sólidas de la uva, tanto en variedades tintas
como blancas, fundamentalmente en pepitas (Fernández de Simón y col., 1987). Son
compuestos muy sensibles a la oxidación enzimática, por tirosinasa y lacasa (Oszmianski,
1986).
Su contenido en el vino depende de la variedad de uva, grado de madurez, tiempo
de maceración, (Bourzeix y col., 1986; Lee y Jaworski, 1990, Mayen y col., 1995, etc).
Algunos autores han observado una relación entre climas cálidos y secos, y contenido de
estos compuestos en el vino, sin embargo trabajos recientes (Goldberg y col., 1999), no han
llegado a la misma conclusión después del análisis de vinos procedentes de uvas cultivadas
en ambientes climáticos muy diferentes.
• Antocianos
Los antocianos (o antocianinas) representan una parte importante tanto a nivel
cualitativo como cuantitativo de los flavonoides de la uva tinta. Son los princiales
responsables de la coloración roja de estas uvas. Se localizan en el hollejo y en las 3 o 4
primeras capas celulares del hipodermo. En las cepas tintoreras también pueden encontrarse
en la pulpa. A nivel subcelular se ha demostrado su presencia en la vacuola, en unos
órganulos especializados denominados antocianoptastos (tomado de Flanzy, 2000).
Son derivados del 2-benzopirilio o ion flavilio ( o flavilium), radical de carácter
catión ico.
Los antocianos están presentes en la naturaleza como glicósidos y entonces reciben
el nombre común de antocianos o antocianinas, a la aglucona correspondiente se la
denomina antocianidina, o antocianidol.
Las antocianidinas del género Vitis son la cianidina, peonidina, petumdina,
delfinidina, y malvidina (Figura 6).
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HO.
OH
Auto cían os
Cianídol
Peón ido 1
Delfinidol
Petunidol
Malvidol
R
OH
OCH3
OH
OCH3
OCH3
K '
H
H
OH
OH
OCH3
Figura 6. Estructura química de los compuestos antociánicos
El azúcar que forma parte de la molécula de antociano es generalmente la glucosa,
aunque pueden encontrarse también galactosa, ramnosa y arabinosa. En las variedades de
Vitis viniferay estos pigmentos están presentes en forma de 3-glucósidos. En los
diglicósidos el segundo azúcar aparece principalmente en posición 5.
Los antocianos se diferencian por sus niveles de hidroxilación y de metoxilación,
por la naturaleza, y número de los ácidos que estenfican los azúcares, existiendo por tanto
una gran diversidad de estructuras.
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La acilación se realiza por esterifícación del ácido sobre un hidroxilo del azúcar.
Los ácidos que esterifican los azúcares, suelen ser ácidos hidroxicinámicos (p-cumárico,
cafeico, ferúlico y sinápico), y más raramente, p-hidroxibenzoico, acético, malónico, y
succínico. La acilación aporta propiedades nuevas a la molécula de antociano como una
mayor estabilidad durante el procesado y almacenamiento, así como respuesta distinta a los
cambios del pH ya que previenen la formación de calconas incoloras (Brouillard, 1981,
Francis, 1989).
El color de los antocianos en disolución depende del pH del medio. A pH menor de
2 la forma flavilium de color rojo es la que domina, mientras que a pH neutro o ligeramente
básico, cambian a azul o violeta. También las interacciones entre ellos, y con otras
moléculas del medio (copigmentación), así como la formación de complejos con iones
metálicos se traduce en modificaciones del color.
Otras propiedades que presentan estas moléculas son la capacidad de unirse al SO2
para formar aductos incoloros, variación de los máximos de absorbancia en el visible o en
el ultravioleta dependiendo de los sustituyentes que presenten, capacidad para oxidarse o
reducirse (se traduce en una rápida decoloración de la solución), y la baja estabilidad o
facilidad de degradación frente a numerosos factores externos como son la presencia de
azúcares, adición de enzimas o en condiciones de luz y calor.
Aunque el contenido de antocianos, como el del resto de los polifenoles, está muy
influido por el suelo, la climatología, la madurez, y en el caso del vino, por las prácticas
enológicas, ha sido estudiado con el objeto de diferenciar variedades de uva, incluso
diferentes clones dentro de una misma variedad, (Roggero y col., 1984). También se ha
empleado la determinación de los antocianos individualizados para identificar vinos
obtenidos de diferentes variedades, (González-San José y col., 1990; Hebrero y col., 1988,
etc), diferentes métodos de elaboración y zonas de producción (Auwn y col., 1996; Santos
y col., 1991 entreoíros).
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Durante la maduración y el envejecimiento, ocurre una importante modificación del
contenido antociánico de los vinos. Se produce una progresiva desaparición de las
antocianinas acompañada por la aparición de nuevos pigmentos, y por polímeros más
estables (Somers, 1971; Somersy Vérette, 1988). A la vez se produce una modificación del
color de los vinos, que pasan progresivamente del rojo violáceo a un tinte teja. Todo esto va
acompañado de una pérdida de astringencia.
Todas estas transformaciones, son debidas fundamentalmente a fenómenos de
adición, que van a transformar estos compuestos fenólicos (también están implicados los
flavanoles) de la uva en otras especies moleculares.
Muchos investigadores han estudiado la ausencia de correlación entre la intensidad
de color y la concentración de antocianos libres (Glories, 1978; Somers, 1971 ;Timberlake y
Bridle, 1976). Al pH del vino sólo el 15% de las formas libres son coloreadas. La
degradación de estas formas inestables durante la maduración y el envejecimiento, y la
persistencia del color en vinos envejecidos, sugiere que deben formarse otras moléculas
más estables. Se conoce desde hace tiempo (Somers, 1971) que las formas libres que
constituyen la totalidad de los pigmentos de la uva, van a ir reemplazándose por formas
coloreadas poliméricas, que contribuyen en un 50% al color de vinos envejecidos después
de un año, y al 85 % después de 10 años. Por lo tanto el color del vino va a ser debido
además de a la presencia de antocianos libres, a las combinaciones "polifenol-antocianos",
y sobre todo a la asociación entre diferentes taninos y antocianos del vino, (tomado de
Flanzyycol.,2000)
En estos últimos años algunos trabajos han estado encaminados al conocimiento de
estos mecanismos de formación, y a la elucidación de la estructura de estos nuevos
compuestos formados por diferentes combinaciones entre taninos y antocianos (Escribano-
Bailón y col, 1996, Fulcrand y col, b y c).
En las reacciones de adición, los antocianos y los taninos actuarían a la vez como
nucleófílo y electrófílo. Se han demostrado distintos mecanismos de adición, como son la
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adición de tipo antociano-tanino (Baranowski y Nagel, 1983, Timberlake y Bridle, 1976,
Liao y col., 1992) en la que el antociano bajo su forma flavilium reaciona sobre una zona
negativa de un flavonol, o bien el tipo de adición tanino-antociano, en el que el electrófílo
es un carbocatión liberado por la ruptura de las uniones interflavánicas de los taninos que
reaccionan con el antociano (Haslam, 1980).
Otras reacciones de adición más rápidas que también conducen a la formación de
este tipo de moléculas son aquellas en las que intervienen productos de la fermentación
alcohólica, como el etanal, que se forma por oxidación del etanol, o por descarboxilación
del ácido pirúvico, (Timberlake y Bridle, 1976, Baranowski y Nagel, 1983; Bakkery col.,
1993). Se han postulado distintos mecanismos para este tipo de reacciones que van a dar
lugar a diferentes productos (Dournel, 1985 y Timberlake y Bridle, 1976). Actualmente por
técnicas de espectrometría de masas y resonancia magnético nuclear (RMN), (Archier,
1992; Escribano-Bailón y col., 1996) se ha podido elucidar la estructura de compuestos
formados por la unión de una catequina a un antociano, a través de un puente de etilo fijado
en posición 8 sobre el antociano. Actualmente se desconoce en qué posición del flavonol se
une el etanal.
Todas estas condensaciones sucesivas conducen a la formación de numerosos
oligómeros y polímeros que están unidos por puentes de etilo. Se han detectado moléculas
con dos unidades de catequina, y una de antociano, o dos unidades de catequina y dos
antocianos, incluso tres unidades de catequina y una de antociano, (Fulcrand y col, 1996 c)
Cuanto mayor es el grado de polimerización del flavonol, mayor es la velocidad de
estas reacciones tanto en ausencia como en presencia de etanal (Dallas, y col., 1996), de tal
forma que los productos de adición coloreados en los vinos deben presentar pesos
moleculares elevados.
Otros nuevos pigmentos pueden formarse como consecuencia de la reacción de
antocianos con el vinilfenol, (Fulcrand y col., 1996 a). Los pigmentos formados son
anaranjados y muy estables a la decoloración por SO2- Además de estos, y con las mismas
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características se han encontrado otros pigmentos poco polimerizados entre antocianos y
diversos productos del metabolismo de las levaduras (Fulcrand y col., 1996 d).
Otra de las reacciones que va a influir en el color de los vinos, y en la que también
van a intervenir los compuestos antociánicos, son las reacciones de copigmentación con
otros compuestos fenólicos. Esto se traduce en un efecto batocromo, es decir, en un
desplazamiento hacia longitudes de onda más elevadas, y un aumeto en la intensidad de
color. Parece que estas asociaciones están presentes sólo en vinos jóvenes. La (-)-
epicatequina es el mejor copigmento flavonoide del vino en lo que respecta a la intensidad
de color, pero los flavonoles y los ácidos fenólicos tienen una constante de asociación más
fuerte con los cationes flavilium (Brouillard y col., 1991).
1.4.1.3 Compuestos fenólicos minoritarios. Estilbenos
Dentro de los compuestos fenólicos minoritarios, los estilbenos, constituyen uno de
los grupos mas importantes tanto en las uvas como en los vinos. Actualmente su estudio es
de creciente interés, debido a las inmumerables propiedades terapéuticas que se les
atribuyen, y que se deben principalmente a la capacidad que presentan de actuar como
antioxidantes.
Son un grupo de compuestos CÓ-C^-CÓ. En el vino los mas importantes, son el
resveratrol en sus dos formas isoméricas, trans y cis, y sus respectivos glicósidos.
La mayor parte de resveratrol en la uvas se encuentra en el hollejo, en forma de
glucósido de trans-resveratrol. Las prácticas enológicas como una maceración prolongada
facilita la extracción de estos hacia el vino. Durante la vinificación se producen hidrólisis e
isomerizaciones, (Roggero y García-Parrilla, 1995), por tanto en el vino se van a poder
encontrar las dos formas isoméricas y las agluconas respectivas. Estos mismos autores han
comprobado que las uvas sobremaduras contienen una gran cantidad de trans-resveratrol
pero no del isómero cis.
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El resveratrol actúa como una fítoalexina en Vitis vinífera por lo que su síntesis va a
verse favorecida por el ataque del hongo Botrytis cinérea, o Planospora vitícola, a la baya.
Por tanto, se ha encontrado mayorítariamente en vinos procedentes de uvas u hojas
infectadas (Langcake y Pryce, 1976 y 1977; Derks y Creasy, 1989; Jeandet y col, 1992, y
1993). Sin embargo, otros estudios han encontrado resveratrol en hollejos sanos (Lamuela-
Raventós y col., 1995; Roggero y García-Parrilla, 1995).
Se ha comprobado la existencia de una relación entre el contenido de resveratrol y
el clima. Así Jeandet y col., (1995), encuentran un mayor contenido de resveratrol en uvas
de climas fríos y lluviosos y lo atribuyen a una mayor incidencia de infecciones fungicas,
por lo que se sintetizaría más este compuesto. En climas templados se ha encontrado mayor
concentración de la forma glucosilada, debido a que estas uvas presentarían mayor
concentración de azúcares, y la glicoxilación de los estiíbenos estaría más favorecida
(Goldberg y col, 1996 b). Sin embargo en un trabajo reciente, Goldberg y col., (1999),
analizando 644 vinos comerciales de variedades blancas procedentes de distinatas zonas
geográficas del planeta, y por tanto con climas muy distintos, no han encontrado diferencias
debidas a este factor.
Trabajos recientes han demostrado la existencia en el vino de numerosos
compuestos pertenecientes a este grupo. Lamikanra y col., (1996), identificaron
tentativamente mono-, di-, y tetrahidroxiestilbenos en vinos tintos usando cromatografía de
gases acoplada a espectrometría de masas. Ribeiro de Lima y col, (1999) identificaron el
3,5,3',4'-tetrahidroxiestilbeno-3-O-p-glucósido(trans-astringina).Recientemente
Baderschneider y Winterhalter (2000), han aislado e identificado siete nuevos derivados de
estiíbenos en un vino comercial de la variedad Riesling. Los nuevos compuestos
identificados son el monoestilbeno 2,4,6-trihidroxifenantreno-2~O-glucósido, y dos
isómeros de resveratrol-2-C-glucósido, además de cuatro dimeros de estilbeno, el cis- y
trans-e-viniferín diglucósido, el palidol glucósido, y el palidol digíucósido. Comprobaron
que todos estos compuestos presentaban igual o mayor potencia antioxidante que los
derivados de estiíbenos conocidos hasta el momento.
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1.4.1.4 Compuestos fenólicos producidos durante la fermentación alcohólica.
El tirosol y el triptofol son productos secundarios de la fermentación alcohólica
originados a partir de los aminoácidos tirosina y triptófano. Moutounet (1969) indica que la
formación de tirosol tiene lugar por acción de las levaduras, a partir de la glucosa,
siguiendo la vía del ácido siquímico. Su formación depende de la cepa de levadura que
interviene en la fermentación, y de la variedad de uva. Las variedades tintas parecen
presentar mayor contenido de estos compuestos (Gómez-Cordovés y col, 1984). Se ha
comprobado que cuando el vino envejece, el contenido de tirosol permanece constante,
pero el triptofol va desapareciendo gradualmente con el envejecimiento (Yoneyama y
Kushida, 1980).
Ibern-Gómez y col., (2000), encuentran que e! tirosol, es el segundo compuestos
fenólico cuantitativamente más importante en los vinos de cava que analizan. No
determinan sin embargo triptofol.
1.4.1.5 Compuestos fenólicos polinieri/ados
En este grupo se incluyen los taninos y ligninas. Bate-Smith y Swain (1962),
definen a los taninos como compuestos fenólicos solubles en agua, con pesos moleculares
entre 500 y 3000 D, que además de dar las reacciones normales de los polifenoles, tienen
propiedades especiales como la capacidad de precipitar distintos coloides, gelatinas y otras
proteínas.
Los términos taninos condensados e hidrolizables, se han utilizado tradicionalmente
para distinguir las dos clases de taninos mayoritarios de los vegetales.
Los taninos hidrolizables son complejos polifenólicos que pueden degradarse bajo
distintas condiciones de hidrólisis en fragmentos más simples, normalmente azúcares y
ácidos fenólicos.
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Los taninos condensados o proantocianidinas, son polímeros de flavan-3-ol. La
unión entre unidades de flavano se realiza mediante enlaces carbono-carbono, CrCa o C4-
Ce, y niás raramente mediante enlace éter C2-O-C7. Este tipo de unión es muy estable, y por
tanto estos compuestos no se fragmentan fácilmente.
1.4.2 Principales factores que afectan al contenido fenólico del vino
Las uvas contienen esencialmente compuestos no flavonoideos en la pulpa y
flavonoideos en los hollejos, semillas y raspones. La tecnología que se aplique para la
obtención del vino, condiciona por tanto la extracción de polifenoles de las diferentes partes
del racimo, y las reacciones posteriores de estas moléculas, contribuyendo así de manera
esencial a la composición polifenólica de los vinos.
1.4.2.1 Factores edafo-climáticos.
El clima, y el suelo, son dos de las principales variables que van a contribuir a la
composición polifenólica de la baya de uva, y por tanto del vino.
Algunos autores han atribuido una clara influencia a los factores climáticos en el
contenido de compuestos fenólicos del vino (Jeandet y col., 1995; Goldberg y col.1995),
sin embargo estudios mas recientes restan protagonismo a este factor, en favor de otros
como el tiempo de maceración (Goldberg y col., 1999).
Quintana-Gana y Gómez-Pinol (1989), comprobaron la importancia del contenido
de sodio y del pH del suelo en la concentración de compuestos fenólicos en uvas de la
variedad Xarel.lo, e indican que estos disminuyen durante la maduración de la baya.
Comprueban a su vez, que la evolución de los polifenoles en estas uvas, es bastante similar
a las de otras variedades típicas del Penedés, como Macabeo y Parellada.
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1.4.2.2 Tiempo de maceración
Debido al diferente reparto y distinta solubilidad de los polifenoles en el racimo de
uva, la maceración, proceso indispensable para la extracción de color durante la elaboración
de los vinos tintos, y más concretamente las etapas de vinificación que van a favorecer la
disolución de los flavonoides, determinan la composición fenólica de los vinos. Así los
ácidos hidroxicinámicos que son los principales constituyentes fenólicos de la pulpa, son
también los compuestos mayoritarios de los vinos blancos, mientras que los vinos
resultantes de una maceración presentan una gran cantidad de flavonoides, provenientes de
las partes sólidas del racimo.
Singleton y Trousdale, (1983), indican que el tiempo de maceración es uno de los
factores que más afectan a la composición fenólica de los vinos. Otros factores que también
van a influir son la variedad, la añada, el proceso de elaboración. Las diferencias debidas a
la variedad parecen ser grandes y generalmente enmascaran a las debidas a la añada. A su
vez, las diferencias debidas a la variedad y a la añada tienden a desaparecer o disminuir si
se tiene en cuenta el factor del tiempo de maceración, que va producir un aumento en los
vinos, de los componentes que son mayoritarios en los hollejos. Los compuestos que más
pueden aumentar debido al tiempo de contacto, son algunos fenoles flavonoideos, el ácido
gálico, que aumenta como consecuencia de la hidrólisis del epicatequíngalato, y los ácidos
cafeico y cumárico por hidrólisis de los esteres tartáricos respectivos durante esta etapa.
Estos mismos autores, han comprobado que el tiempo de maceración además de
producir un aumento en algunos componentes específicos localizados en los hollejos y
pepitas, va a provocar un aumento de otros compuestos como el tirosol, que se produce
durante la fermentación de la levadura procedente del metabolismo de la tirosina, y puede
aumentar con el tiempo de maceración ya que durante esta etapa se produciría una mayor
extracción de aminoácidos.
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Según algunos autores (Gunata y col., 1986; Cheyner y col, 1996), tras una
maceracion de 4 horas, la concentración de los ácidos hidroxicinámicos aumenta un 20%, y
la de 3-flavonoles monómeros, y dímeros de procianidina, se multiplica por tres. Si la
maceracion es mas larga (20 h), no se traduce en una mayor extracción, pero una
maceracion carbónica de igual duración dobla la extracción de los ácidos hidroxicinámicos
y aumenta diez veces la de los dímeros de proantocianidinas (Ricardo da Silva y col.,
1993).
Goldbergy col., (1999), indican que la maceracion es la variable que más influye en
el contenido de trihidroxiestilbenos y 3-flavanoÍes, en los vinos blancos que analizan. No
influye sin embargo, en el contenido de ácido p-cumárico.
1.4.2.3 Variedad de uva y añada
La variedad de uva juega un importante papel en el contenido final de compuestos
fenólicos en el vino. Muchos autores han encontrado diferencias cuali y cuantitativas en
variedades de uvas tintas y blancas (Estrella y col., 1984, Bourssiquot y col., 1986).
También entre distintos clones de una misma variedad se han encontrado estas diferencias
(Pigellaycol., 1998).
Principalmente se han encontrado diferencias a nivel cuantitativo en la composición
de esteres hidroxicinámicos (Romeyery col., 1983) en las distintas variedades blancas y en
la proporción de esteres o-difenoles (caftárico), en relación con otros esteres
hidroxicinámicos (cutárico y fertárico). Debido a esto, la capacidad del mosto a la
oxidación difiere mucho, ya que el caftárico es el principal sustrato sobre el que actúa la
polifenoloxidasa de la uva.
Los esteres de los ácidos ferúlico, cafeico y p-cumárico aportan una gran
información para la identificación de variedades (Singleton y col., 1976; Singleton 1987;
Macheix y Fleuriet, 1986; Lamuela-Raventós y col., 1996).
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1.4.2 A Microorganismos
El efecto que los distintos microorganismos implicados en la fermentación, ya sean
levaduras o bacterias lácticas, desempeñan en la composición polifenólica de los vinos no
es todavía suficientemente conocido. Existen en la bibliografía pocos trabajos sobre el
papel que desempeñan los microorganismos en los distintos procesos tecnológicos que se
emplean en la industria enólogica para elaborar los diferentes tipos de vinos que existen en
el mercado.
El estudio de la influencia de los microorganismos en la composición fenólica de los
vinos, podria ser abordado desde distintos puntos de vista, como son la capacidad que
ciertos microorganismos tienen de producir diferentes compuestos, que pueden ser otros
compuestos fenólicos, o bien de otra naturaleza, pero formados a partir de estos. Otro
aspecto a considerar, es la capacidad que ciertos compuestos fenólicos pueden ejercer sobre
el crecimiento de los microorganismos vínicos, y también el efecto que produce el
envejecimiento de los vinos en contacto con las levaduras en este tipo de compuestos.
1.4.2.4. a Influencia de los distintos microorganismos en el contenido de
poüfenoles del vino
Las levaduras son incapaces de utilizar los ácidos hidroxicinámicos como única
fuente de carbono, únicamente se produce la metabolización incompleta de este tipo de
compuestos. Sin embargo, algunos autores (Duncan y col., 1995) han demostrado que
algunas especies de levadura como Brettanomyces anomaius es capaz de metabolizar
algunos ácidos cinámicos, para dar compuestos responsables de "off-flavors" en el vino.
Además son capaces de transformar la vainillina en etanol y ácido vainillínico. La
formación de estos dos últimos compuestos también se ha descrito en Saccharomyces
cerevisiae (De Wulf y col., 1986).
Los esteres de los ácidos ferúlico y cumárico son particularmente importantes
porque pueden ser transformados en fenoles volátiles durante la fermentación. Los
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vinilfenoles (4-virrilguayacol, 4-vinilfenol) en vinos blancos, y etilfenoles (4-etilguayacol,
4-etilfenol) en vinos tintos, son cuantitativamente los fenoles volátiles más importantes
identificados en los vinos (Singleton y Esau, 1969;Etievant, 1981; Chatonnet y col., 1997)
Son responsables, generalmente, de aromas desagradables, descritos frecuentemente como
olor a animal, establo, caballo, medicinal, etc, cuando se presentan por encima de su umbral
de detección. Se producen principalmente durante el envejecimiento del vino, sobre todo en
vinos envejecidos en madera. Las levaduras que con más frecuencia aparecen en vinos
tintos de Burdeos con estos aromas pertenecen a distintas especies de los géneros
Brettanomycesy Dekkera (Chatonnet y col., 1992).
Chatonnet y col, (1997), han demostrado que concentraciones de 1 g/L de
procianidinas inhiben la capacidad de las bacterias lácticas en general, y Laclobacillus
píantarum en particular de formar etilfenoles, sin embargo los compuestos polifenólicos no
tienen la capacidad de inhibir a algunas cepas de Brettanomyces bruxellensis. Una vez que
la fermentación alcohólica o maloláctica se ha completado, estas levaduras pueden crecer
fácilmente con las trazas de azúcares residuales.
Trabajos previos (Chatonnet y col., 1993), demostraron, que S.cerevisiae puede
decarboxilar ácidos cinámicos (ferúlico y cumárico), dando lugar a fenoles volátiles. Se ha
comprobado (Goodey y Tubb, 1992, Gramática y col., 1982), que la enzima responsable de
esta transformación tiene mayor afinidad por el éster del ácido p-cumárico. Esta enzima
presenta actividad cinamato decarboxilasa, y es estereoespecífica, con mayor afinidad por
los isómeros trans. Además han comprobado que la actividad es estrictamente intracelular,
y con un pH óptimo de alrededor de 6,5. Dedujeron también que es una actividad
constitutiva, y limitada a la fermentación alcohólica. Por tanto, indican que no es posible
que se sinteticen vinilfenoles en vinos secos almacenados en presencia de levaduras. Esta
actividad esta inhibida por los oligómeros de procianidina (Delfini y col., 1999), por lo que
es más frecuente en vinos blancos que en rosados, y en estos más que en los tintos.
Algunos fenoles carboxílicos pueden inhibir el crecimiento de bacterias lácticas
(Riberau-Gayon y col., 1985, Stead, 1993). Recientemente Reguant y col, (2000), han
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demostrado que la inhibición del crecimiento de Oenococcos oeni depende de la
concentración de polifenoles y del tipo de compuesto que se trate. La fermentación
maloláctica se estimula en presencia de catequina y quercetina, pero este aumento es menor
si en el medio se incrementa la cantidad de ácido p-cumárico. Comprobaron además, que el
ácido gálico disminuye o inhibe la formación de ácido acético, con lo que los vinos
resultantes presentan una menor acidez volátil.
La inhibición del crecimiento debida fundamentalmente a los ácidos
hidroxicinámicos afecta también al crecimiento de muchas especies de levadura, incluida
Saccharomyces cerevisiae. El ácido ferulico presenta el mayor efecto inhibitorio, mientras
que el ácido cafeico el menor (Stead, 1995).
No existen muchos trabajos en la bibliografía sobre la influencia de la cepa de
levadura empleada durante la fermentación en la concentración de los compuestos fenólicos
en el vino. Almela y col., (1991), estudian el efecto de dos cepas distintas de
Saccharomyces cerevisiae en forma de levaduras secas activas, durante el transcurso de la
fermentación sobre la concentración de distintos ácidos fenólicos libres. Comprobaron que
había diferencias en el vino, según la cepa de levadura empleada, en la concentración de los
ácidos vainillínico y ferulico principalmente. Compararon los resultados obtenidos con
estudios previos similares (García y col., 1986) en vinos de la misma variedad pero con
fermentación espontánea, y comprobaron que el contenido final de los ácidos fenólicos
libres fue menor con la fermentación espontánea.
Ferrari y col, (1997), en un estudio de numerosas cepas comerciales de
Saccharomyces cerevisiae, comprobaron que dependiendo de la cepa de levadura empleada
se aumentaban algunas características de calidad de los vinos tintos, entre los que se
encontraban los compuestos fenólicos.
La influencia de la fermentación maloláctica sobre la composición íenóhca en vinos
tintos fue determinada por Amati y col., (1998). Estos autores demuestran que la
fermentación maloláctica modifica la concentración y la evolución de los polifenoles
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durante el envejecimiento del vino. Comprobaron que los vinos que habían sufrido la
fermentación maloláctica presentaban menor concentración de fenoles totales, antocianos,
catequinas, y proantocianidinas. Estos vinos presentaban mayor porcentaje de maIvidín-3-
glucósido y menor porcentaje de peonidín-3-glucósido y de antocianidinas aciladas.
Gómez-C ordo vés y col., (1981), estudian el efecto de diferentes levaduras incluida
Saccharomyces cerevisie sobre distintos compuestos no flavonoideos presentes en los
mostos, así como la influencia que sobre estos compuestos ejercen las levaduras de flor.
Además llevan a cabo la misma experiencia en un medio sintético. Tras la fermentación se
produce una disminución del siringaldehído y de la p-vainillina, así como el aumento y la
aparición de distintos ácidos benzoicos y cinámicos. Comprueban además la desaparición
del siringaldehído en medio sintético.
Cuinier (1988), recoge las experiencias que distintos autores han llevado a cabo
sobre la influencia de la cepa de levadura empleada durante la fermentación en la obtención
de vinos tintos. Todos ellos han demostrado la influencia de la levadura en la intensidad
colorante y en el índice de polifenoles totales.
Barcenilla y col., (1989), demostraron que la cepa de levadura empleada en la
fermentación, influía en el contenido fenólico del vino, sobre todo en la formación de
triptofol y tirosol.
1.4.2.4.b Efecto del envejecimiento con levaduras en la composición polifenólica
de los vinos
La práctica totalidad de trabajos que se han llevado a cabo para determinar los
cambios que se producen en la composición fenólica de los vinos envejecidos con
levaduras, se han hecho en vinos de crianza biológica, y sólo en muy pocos casos se ha
estudiado el efecto del envejecimiento con las lías en vinos espumosos elaborados por el
método tradicional.
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Barón y col., (1997), estudiaron el pardeamiento y los cambios que se producían en
los fenoles no flavonoideos y en los derivados monoméricos y diméricos de los 3-
flavanoles durante el envejecimiento biológico, de vinos de Jerez. Principalmente
encontraron una disminución de los monómeros y dímeros de los 3-flavanoles. Una de la
hipótesis que proponen para explicar este hecho, es que estos compuestos, podrían ser
adsorbidos en las paredes de las levaduras de flor, como se ha descrito para otros
compuestos presentes en el vino (Lafon-Lafourcade, 1984, Riberau-Gayón, 1985). De esta
forma sugieren la posibilidad del empleo de paredes de levaduras, para evitar el
pardeamineto de los vinos Esto unido con la protección al aire que juega el velo de
levaduras, explicaría el hecho de que en este tipo de vinos no se produzca un excesivo
pardeamiento. Esta explicación, también la proponen Fabios y col., (2000), en un trabajo
posterior llevado a cabo también en vinos de crianza biológica, para explicar la resistencia
que presentan estos vinos a la oxidación.
La adsorción de compuestos fenólicos a las paredes de las levaduras es la
explicación que Somers y col. (1987), atribuyen a la disminución en un 20% del total de
hidroxicinamatos durante la fermentación alcohólica del vino.
Ibern-Gómez y col., (2000), han estudiado recientemente, el efecto del tiempo de
envejecimiento con las levaduras en vinos espumosos de cava elaborados con variedades de
uvas blancas. Han comprobado que durante este periodo de tiempo se producen cambios de
color debidos a la oxidación de los compuestos fenólicos. Además determinaron que estos
cambios dependían de la variedad de uva empleada. Los vinos Chardonnay, resultaron ser
más susceptibles a la oxidación que los obtenidos con las variedades autóctonas del
Penedés (Macabeo, Xarel.lo y Parellada). Los hidroxicinamatos, especialmente el trans, y
cis-caftárico, fueron el grupo de fenoles más susceptibles a la oxidación. El aumento del
pardeamiento lo observaron especialmente después de 15 meses de envejecimiento en todos
los vinos espumosos estudiados, e indican que podría deberse a la liberación de compuestos
fenólicos adsorbidos a las paredes de las levaduras como consecuencia del proceso de
autolisis.
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Riberau-Gayón y col., (2000), sin embargo, afirman que por muy largo que sea el
tiempo de permanencia del vino de Champagne en contacto con las levaduras, el vino se
conserva y envejece perfectamente, sin sufrir ningún tipo de alteración. Indican que las
levaduras confieren un efecto protector al vino ya que actuaría de forma similar a un
tampón de oxidación-reducción. Esto es así hasta que se produce el degüelle, tras este
proceso, pueden producirse defectos en el vino debidos fundamentalmente a fenómenos de
oxidación y/o reducción. El degüelle causa un choque oxidativo, ya que el potencial redox
puede incrementarse bruscamente en 400mV durante esta operación.
1.4.3 Evolución de los compuestos fenólicos durante el envejecimiento de los vinos.
Durante el desarrollo y maduración de la uva disminuye el contenido de esteres
hidroxicinámicos. (Romeyer y col., 1983, Lee y Jaworski, 1989, Singleton y col, 1986).
Durante la elaboración y conservación del vino se produce una hidrólisis lenta de los
esteres encontrándose en el vino simultáneamente, ácidos en estado libre y combinado.
Somers y col. (1987) comprueban que en los vinos blancos durante la conservación,
se produce una disminución en los esteres fenólicos, y un aumento de la concentración de
los ácidos cafeico y p-cumárico, así como de sus esteres etílicos.
Una vez que el vino ya ha sido embotellado, se van a producir reacciones no
oxidativas. En estas reacciones van a participar los carbocationes formados a partir de las
procianidinas junto con las antocianinas condensadas, y además se va a producir la
polimerización de taninos. Si la temperatura es ligeramente alta promueve estas reacciones
y es responsable de un envejecimiento acelerado, (de Ribereau-Gayón y col., 2000).
Durante el envejecimiento se va a producir la modificación del color del vino. Estas
transformaciones son complejas ya que son muchas las sustancias que van a estar
implicadas. Principalmente se deben a combinaciones y condensacioneas antociano-tanino.
Estas combinaciones son aceleradas por la oxidación, ya que los compuestos fenólicos
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sufren modificaciones por la acción del oxígeno del aire sobre todo en presencia de iones
metálicos que actúan como catalizadores.
Los antocianos libres son muy susceptibles de sufrir reacciones de oxidación,
transformándose en compuestos con tonalidades amarillas e incluso incoloros. La oxidación
de estas moléculas depende de la temperatura, del pH y la composición del medio.
La oxidación de procianidinas conduce a la formación de peróxido de hidrógeno,
que a su vez oxida al etanol, para dar etanal. El etanal se fija a los antocianos y taninos,
como molécula intercaladora, dando una molécula condensada de color malva, las
moléculas formadas tras la oxidación son por tanto más coloreadas, con tonalidades mas
oscuras que los antocianos. La coloración va a depender de la concentración de oxígeno,
con oxígeno la coloración varía de rojo a malva, y sin oxígeno y con alta temperatura el
color hacia tonos más anaranjados.
Durante el envejecimiento del vino la composición polifenólica se hace cada vez
más compleja, y esto va a afectar al color. Los antocianos libres van a ir desapareciendo,
siendo sustituidos progresivamente por compuestos pohméricos coloreados. Esto provoca
el cambio de coloración desde el rojo intenso a rojo-teja, naranja o marrón. Para explicar
este fenómeno se han postulado distintos mecanismos como son la formación de una base
dexantilio (Jurd y col., 1960), condensación entreantocianinasy vinilfenol (Fulcrandy col,
1998), o condensación indirecta mediada por acetaldehído (González-Sanjosé y col., 1990,
Di Stefano y col., 1991; Fulcrand y col., 1996). Recientemente también se ha caracterizado
un derivado del ácido pirúvico (Fulcrand y col., 1998), y un derivado del malvidín-3-
glucósido llamado vitisina B (Bakker y col., 1997). Fulcrand y col., (1998), y Francia-
Aricha y col., (1997), han encontrado otros pigmentos formados por condensación entre el
malvidin-3-gIucósido, y dímeros de 3-flavanoles.
En los vinos envejecidos en barrica, se va a producir una extracción de los
compuestos fenólicos de la barrica, como distintas lactonas y fenoles volátiles, que han sido
descritos como responsables del "aroma a madera", de estos vinos (Singleton, 1995).
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1.4.4 Importancia de los compuestos fenólicos en el vino
1.4.4.1 Influencia en la calidad sensorial
La calidad de los alimentos de origen vegetal, y por tanto del vino, está relacionada
de manera mas o menos directa con su contenido en compuestos fenólicos.
Este grupo de compuestos va a contribuir de una forma muy importante a las
características sensoriales de los vinos como son color, astringencia, amargor y aroma.
Estas propiedades se van a transmitir desde el producto original a los procesados, y
dependen del contenido inicial, y de los distintos tratamientos a los que se haya sometido el
producto (Spanos y Wrolstad, 1992, Hernández y col., 1995).
La composición fenólica, a su vez, suele ser característica de cada especie vegetal, e
incluso de cada variedad, por lo que en muchos casos se utiliza el análisis de compuestos
fenólicos en la detección de adulteraciones de alimentos de origen vegetal (García-Várela y
col., 1993).
Todos los vinos, blancos, rosados o tintos, tienen una basé cromática amarilla o sus
precursores inicialmente incoloros (flavanoles, catequinas y leucoantocianos). Con el paso
del tiempo estos compuestos se polimerizan y aumentan su color amarillo. Los rosados y
tintos tienen además un componente rojo (antocianos) que es inestable ya que con el paso
del tiempo, se vuelve pardo y disminuye de intensidad. La evolución del color en los vinos
tintos es un fenómeno complejo, en el que, como ya se ha comentado en anteriores
secciones intervienen además de los antocianos otros compuestos fenólicos fiavonoideos.
Durante el almacenamiento de los vinos se van a producir hidrólisis, condensaciones y
polimerizaciones de estos compuestos, que van a ser los responsables de la coloración de
los vinos envejecidos.
La asociación antocianos-procianidinas parece que actúa como factor estabilizador
del color (Mazza y Brouillard, 1990; Liao y col., 1992). Además contribuyen al
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envejecimiento de los vinos Haslam, (1980). Algunos ácidos benzoicos y cinámicos
participan también en la intensificación de algunas tonalidades de color amarillo
(González-Sanjoséy col., 1990).
Además los compuestos fenólicos pueden sufrir reacciones de pardeamiento
enzimático con lo que se va a modificar el color final de los vinos. Los compuestos
fenólicos más susceptibles de sufrir la acción de las oxidasas (peroxidasas y
polifenoloxidasas) son la (+)-catequina, la (-)-epicatequina y derivados del ácido cafeico,
asi como otros compuestos que tengan grupos o-difenol (Okamura y Watanabe, 1981;
Gunatay col., 1987, Fernández-Zurbano y col., 1997). El pardeamiento enzimático provoca
cambios en el color conduciendo a la aparición de tamnos pardos en el caso de vinos
blancos, y de tonalidades rojas en el caso de vinos tintos, lo que en la mayoría de los casos
supone un deterioro en la calidad del producto y puede llegar a producir alteraciones en el
sabor y la textura, haciendo a los vinos más astringentes (Singlenton, 1982).
Muchos de los compuestos fenólicos contribuyen en gran medida a la oxidación
enzimática y oxidativa de pardeamiento de los mosto, y vinos blancos, siendo responsables
de la modificación de las características de estabilidad de los vinos blancos durante el
almacenamiento (Simpson y col., 1982). Para evitarlo se utilizan distintos tratamientos,
algunos de cuales se conocen y emplean desde hace tiempo, como el uso de
polivinilpoíipirrolidona (PVPP), gelatina, caseína, albúmina de huevo o bentonita. El
empleo de estos métodos clásicos conlleva algunas desventajas como cambios en el flavor
del vino, el coste, y las pérdidas de volumen de vino durante el tratamiento. Por ello,
actualmente se está investigando el empleo de distintas enzimas libres (Dry y Robinson,
1994; Rathjeny Robinson, 1992), y más recientemente inmovilizadas (Servili y col., 2000),
que han presentado buenos resultados, disminuyendo algunos de los compuestos fenólicos
más implicados en este proceso.
Hay ciertos compuestos fenólicos responsables del sabor amargo (Thorngate, 1997).
El amargor de un vino es debido principalmente a ios oligomeros de procianidinas (Porter y
col., 1991), aunque también son responsables algunos ácidos hidroxicinámicos.
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La astringencia en los vinos es debida a los polímeros de 3-flavanoles
(procianidinas o taninos condensados). Se produce por la precipitación de glicoproteínas y
mucopolisacáridos de la saliva al unirse a estos compuestos, que origina una sensación de
extrema sequedad en la boca. Esta propiedad aumenta con el grado de polimerización y se
va perdiendo a medida que el vino envejece y va adquiriendo suavidad y finura (Baigorri y
col, 1982).
Los compuestos fenólicos no contribuyen de manera fundamental al aroma de los
vinos. Sin embargo, algunos de ellos pueden influir negativamente, y de forma muy
acusada en el aroma, siendo responsables de defectos en el mismo. Son fundamentalmente
los vinil y etilfenoles, resultado de la acción de los microorganismos sobre algunos ácidos
hidroxicinámicos. Algunos compuestos fenólicos, no obstante, comunican al vino aromas
agradables como la vainillina (Singleton y Noble, 1976).
suUno de los efectos negativos de los compuestos fenólicos en los vinos es
intervención en la aparición de turbidez y precipitaciones.
Otra de las acciones negativas que se ha atribuido a los compuestos fenólicos, es la
capacidad de modificar el aroma de los vinos por interacción con los compuestos
responsables y su posterior eliminación durante los tratamientos de filtración o
precipitación. Dufour y col., (1999), en un medio hidroalcohólico al que añaden distintos
compuestos fenólicos y volátiles, comprueban que la interacción con las catequinas y
taninos es baja, sólo el limoneno esta influido significativamente. Sin embargo, no
descartan la posibilidad de pérdidas de aroma en el vino cuando se producen reacciones de
polimeración de estos compuestos durante el envejecimiento. Escalona y col., (2001)
indican que los cambios en los compuestos volátiles de los vinos, están relacionados con la
evolución de los compuestos fenólicos.
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1.4.4.2 Acciones farmacológicas
Los compuestos fenólicos presentan una amplio espectro de propiedades
terapéuticas, además de una baja toxicidad. Esto hace que en los últimos años haya crecido
el interés por su estudio, que se traduce en un importante aumento de trabajos científicos
que tratan de encontrar nuevos compuestos de este tipo en los vinos, y elucidar tanto su
estructura como su potencial efecto farmacológico.
Hacia los años cincuenta, Masquelier pone de manifiesto por primera vez, algunas
de las propiedades de las procianidinas del vino. A partir de este momento se reconoció
especialmente a los flavonoides un efecto cardioprotector, incluso la citrina, mezcla de dos
flavonoides, la hesperidina y la eriodictina, recibió el nombre de Vitamina P, o factor de
permeabilidad vascular. Poco después, Bastide y col., (1968) comprueban que los
antocianos mejoran la agudeza visual y la visión nocturna, al favorecer la regeneración de
las células retinianas.
En 1982, Masquelier comprobó que las procianidinas son sustancias
fisiológicamente muy activas que combaten la ateromatosis, enfermedad crónica de las
arterias y principal responsable del infarto de miocardio. A nivel de las paredes arteriales
estabilizan las fibras de colágeno y evitan una producción exagerada de histamina, que
aumenta la permeabilidad de las paredes. Actualmente las catequinas y procianidinas se
aconsejan en el control de la úlceras gástricas causadas por exceso de histamina en la
mucosa gástrica.
A las cumarinas y a algunas flavonas y taninos se les atribuye una acción
antimutagénica y anticarcinogénica (Mabry y Ulubelen, 1980; Pourrat, 1980). Los ácidos
cinámicos pueden tener un papel importante como anticancerígenos, por inhibición de la
formación de compuestos que presentan NO2 en su molécula. La acción anti cancerígena de
las procianidinas se debe a que son capaces de captar radicales libres (Laparra, 1990;
Arpentina y col., 1992). Este mismo papel es el que se atribuye al resveratrol que presenta
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actividad preventiva en los tres estadios mas importantes de la carcinogénesis (Jang y col.,
1997)
Al resveratrol se le han atribuido otras propiedades beneficiosas como la de reducir
el riesgo de enfermedades coronarias (Frankel y col, 1993), inhibir la agregación
plaquetaha humana in vitro (Orsini y col., 1997) y modular la síntesis de eicosanoides
(Kimuray col., 1985, Pace-Asciak y col., 1995). Recientemente, Gehm y col., (1997), han
encontrado propiedades estrógenicas que pueden también contribuir a los efectos
cardioprotectores descritos por el consumo de vino.
Ghiselli y col., (1998), afirman que el efecto protector del vino se debe a la
captación de radicales libres, inhibición de la oxidación de lipoproteinas, y de la agregación
plaquetaria, y comprueban que esto se debe principalmente a la fracción de antocianos, que
es la más abundante en vinos tintos, aunque no excluyen la posibilidad de sinergismos con
otros compuestos fenólicos.
Goldberg y col., (1999), creen sin embargo que los flavonoides poliméricos como
antocianinas y procianidinas encontradas en vinos tintos tienen una gran potencialidad
biológica "in vivo", pero indican que es muy difícil que estos compuestos puedan ser
absorbidos en el tracto intestinal, debido a su elevado peso molecular.
Estudios recientes (Pedrielli y col., 2001; Burda y Oleszec, 2001) han demostrado la
influencia de la estructura, y del solvente en el que se encuentre el flavonoide en su
capacidad de actuar como antioxidante y como captador de radicales libres.
Se ha demostrado la actividad antimicrobiana y anivírica de algunos ácidos
hidroxicinámicos y derivados como los ácidos cafeteo, clorogénico, rosmarínico, así como
algunos esteres heterosídicos del primero (McClure, 1975; Pourrat, 1980; Herrmann, 1990
a y 1990 b). La actividad antimicrobiana del ácido benzoico y sus derivados es conocida
desde hace tiempo (Dumenil y col.» 1980). También se ha descrito la acción antifüngica de
los taninos (Delaveau y Vidal-Tessier, 1986). Recientemente Edeas y Lindenbaum (2000),
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han comprobado los efectos protectores de varios compuestos flavonoideos, derivados del
ácido ferúlico principalmente, frente al virus de la inmunodeficiencia humana (HTV).
1.4.5 Metodología analítica empleada en el análisis de los compuestos fenólicos
El vino constituye una compleja matriz, en la que los compuestos fenólicos se
encuentran en baja concentración, sin embargo, las técnicas analíticas actuales permiten
determinar su presencia de manera individualizada.
Es necesario elegir las condiciones de extracción que separen la matriz de los
compuestos fenólicos, que posteriormente se determinarán por otros métodos.
1.4.5.1 Preparación de la muestra
El análisis de los compuestos fenólicos de la uva requiere una etapa previa de
extracción. Se realiza por maceración con distintos disolventes, como metanol, etanol,
agua, etc., en frío o en caliente. A veces es recomendable hacer una purificación previa con
un disolvente no polar, como éter de petróleo, para eliminar grasas, ceras, clorofilas y
carotenos.
1.4.5.2 Extracción
No hay un método totalmente satisfactorio que los extraiga de forma exhaustiva y
no produzca alteraciones, ya que suelen ser fácilmente oxidables.
La temperatura a la que se realice la extracción va a influir de manera muy
importante. Se recomienda no sobrepasar 45-50 °C, ya que temperaturas elevadas,
favorecen la polimerización, hidrólisis, oxidación, etc. Oszmiantri y col., (1986) observan
un aumento de ácido gálico extraído de las uvas tras 20 h. de maceración a 35 °C, que
procede de los galatos de epicatequina y catequina y de otros esteres.
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No existe un valor de pH para conseguir mayor rendimiento de extracción, aunque
algunos autores (Fleuriet y Macheix, 1972; Salagoity-Auguste y Bertrand, 1984) separan
selectivamente compuestos fenolicos ácidos de los demás fenoles del vino tinto, cambiando
el pH antes de la extracción con acetato de etilo.
1.4.5.3 Purificación y concentración.
El líquido obtenido por maceración de las partes sólidas, en el caso del análisis de
los compuestos fenolicos contenidos en hollejos y/o pepitas, o el vino directamente, se
somete a una etapa de purificación y concentración, que generalmente consiste en una
extracción líquido-líquido, normalmente con éter etílico o acetato de etilo (Gómez-
Cordovés y col, 1978; Wulf y Nagel, 1980; Estrella y col, 1983; Barcenilla y col., 1989;
entre otros) o mezcla de ambos (Fernández de Simón y col, 1990, Peña y col., 2000).
Se puede hacer también un fraccionamiento del extracto mediante columnas de
poliamida, Sephadex, sílice, celulosa, etc. (Cheynier y Rigaud, 1986; Lee y Jaworski, 1989;
Kanz y Singlenton, 1990; Ricardo da Silva y col., 1990). Otra opción es el empleo de la
extracción en fase sólida (SPE) mediante la utilización de pequeños cartuchos de Ci»,
(González-Sanjosé y Pérez-I Izar be, 1990, Picinelli y col.,1996), y cartuchos de poliamida o
fenilo (Hollborn y col., 1990).
Algunos autores no hacen ningún tipo de preparación de la muestra antes de su
análisis cromatográfíco. De esta forma, por inyección directa López y col., (2001), han
determinado ácido gálico, tran-resveratrol, quercetina y rutina en vinos tintos.
1.4.5.4 Análisis
Una vez obtenido el extracto purificado, hay dos posibles vías de análisis:
1. Valoración conjunta de distintos grupos de compuestos fenolicos a
partir del extracto total.
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2. Someter el extracto a técnicas de separación, normalmente
cromatográficas, para cuantifícar los compuestos individualizados.
1.4.5.4.a Análisis global
El análisis global se basa en el empleo de distintos métodos espectrofotométricos,
basados en las propiedades químicas de las distintas familias o grupos de compuestos
fenólicos. De esta manera se pueden determinar:
Polifenoles totales, por medida de la Absorbancia a 280 nm (Ribéreau-
Gayon y Peynaud, 1971), o mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu
(Singleton y Rossi, 1965)
Catequinas: por reacción con p-vainillina en medio ácido (Swain y Hillis,
1959)
Toninos condénsetelos o proantocianidinas, por hidrólisis en butanol/ácido
clorhídrico, según el método de Batesmith (1954).
Los resultados se expresan en el compuesto mas representativo o mas estable de la
familia fenólica.
1.4.5.4 b Análisis individualizado
Distintas técnicas analíticas se han empleado para el análisis de los compuestos
fenólicos de manera individualizada.
La cromatografía en papel y la cromatografía en capa fína (TLC), que fueron
utilizadas para el análisis de este tipo de compuestos (Gómez-Cordovés y Khayyat, 1981;
Romeyer y col., 1983; Alonso y col., 1986; Barcenilla y col, 1989; etc) se han ido
remplazando por la cromatografía líquida de alta eficacia que presenta una mayor
resolución, y posibilita la cuantifícación. Otras técnicas que se han empleado son la
espectroscopia infrarroja (Foo, 1981), la cromatografía de partición centrífuga (Marston y
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col., 1990; Okuda y col., 1990), y la electroforesis capilar (CE), (Fernández de Simón y
col., 1995; García-Viguera y Bridle, 1995). Estos últimos autores compararon este método
de análisis con la cromatografía liquida de alta eficacia (HPLC), para el análisis de
compuestos fenóíicos no flavonoideos en vino y concluyen que esta última técnica, aunque
requiere menor tiempo de análisis, necesita concentrar las muestras el doble, para alcanzar
el mismo límite de detección que por HPLC. Además el análisis por HPLC, presenta mayor
robustez, y es más versátil en términos de fase estacionaria, empleo de modificadores
orgánicos, etc. Vanhoenacker y col., (2001) compararon las técnicas de HPLC-MS, y CE-
MS para el análisis de compuestos fenóíicos en vinos tintos extraídos con éter dietilo. La
robustez, y la facilidad de acoplamiento a un detector de espectrometría de masas, hace que
el método de HPLC-MS, resulte muy adecuado para el análisis de este tipo de compuestos,
y el empleo de un tipo de fragmentación por disociación inducida por colisión (CID),
proporciona información estructural sobre compuestos que no pueden ser identificados por
su espectro de UV.
1.4.5.4.C Cromatografía de líquidos de alta eficacia
La cromatografía de líquidos de alta eficacia es actualmente la técnica analítica más
empleada para el análisis de distintos grupos de fenoles como ácidos fenóíicos (Cartón y
col, 1991), hidroxicinamatos (Nagel y col., 1979; Herrick y Nagel, 1985, Somers y col.,
1987; Peña y col., 2000), y flavonoides (Lea, 1980; Alonso y col., 1987; Wightmaan y col.,
1997; Ricardo da Silva y col., 1990; Goldberg y col, 1998; etc) en mostos y vinos.
Generalmente se trabaja en fase inversa, con columnas cuyo relleno son fases
ligadas de organosilanos (octadeciltriclorosilano, octiltriclorosilano, o feniltriclorosilano) o
pequeñas partículas de sílice. La más empleada es la octadecil-silil-ligadas (Ci%). La fase
móvil más utilizada es una mezcla de acetonitrilo/agua o metanol/agua, conteniendo o no
un ácido (acético, fórmico, fosfórico, etc.) en pequeña concentración..
El detector más comúnmente empleado para el análisis de compuestos fenóíicos es
el de fotodiodos alineados (DAD), con el que se puede elegir el máximo de absorbancia
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para cada grupo de compuestos. Este tipo de detector permite identificar un compuesto no
sólo por su tiempo de retención, sino también por su espectro ultravioleta. Las
características cromatográficas y espectrales de los compuestos fenólicos pueden ser
utilizadas para la identificación de picos desconocidos, por comparación con sustancias
patrón que tengan un espectro similar (Horig y Wrolstad, 1990 a y 1990 b; Bailey y col.,
1991; Pérez-Ilzarbe y col., 1991). Bartolomé y col., (1993) comprobaron la utilidad del
empleo del detector de fotodiodos alineados para conocer la estructura de los compuestos
fenólicos de bajo peso molecular.
Actualmente cada vez se está extendiendo más el empleo del detector de
espectrometría de masas para la identificación de este tipo de compuestos (Lamuela-
Raventós y Waterhouse, 1994; Betés-Saura y col., 1996; Cameira dos Santos y col., 1998,
Revilla y col., 1999 entre otros), incluso se están empleando acomplamientos MS-MS, para
elucidar la estructura de algunos compuestos fenólicos, (Badershneider y Winterhalter,
2000 y 2001). Estos últimos autores también han empleado otras técnicas de identificación
como la espectroscopia de resonanciaa magnético nuclear (NMR), el dicroísmo circular
(CD), y la dispersión óptica rotatoria (ORD).
2-Materíales y Métodos
Materiales y Métodos
2.1 Descripción de los vinos estudiados
2.1.1 Vinos espumosos elaborados a partir de mezcla de variedades blancas, con
cinco cepas de levadura distintas y adición o no de bentonita en el licor de
tiraje.
2.1.1.1 Elaboración de los vinos espumosos
La elaboración de estos vinos se llevó a cabo en condiciones industriales en la
bodega Castellblanch, acogida a la denominación específica Cava, siguiendo el mismo
protocolo que se utiliza habitualmente en la industria.
A partir de un vino base mezcla de las variedades Macabeo (49%), Xarel.lo (14
%), y Parellada (37 %), se elaboraron un total de 10 vinos espumosos distintos
utilizando 5 cepas diferentes de levaduras. A 5 de estos vinos les fue añadida bentonita
en el licor de tiraje, mientras que los otros cinco se prepararon sin bentonita. En total se
elaboraron con el mismo vino base, 10 lotes de 70 botellas de cada uno de los vinos
espumosos. En la figura 7, se representan los distintos puntos de toma de muestra en los
que se llevaron a cabo los análisis.
2.1.1.1 a Cepas de levadura empleadas en la segunda fermentación
Se utilizaron 5 cepas de levadura del género Saccharomyces, una de ellas
perteneciente a la empresa elaboradora (Castellblanch S. A.), dos de la colección del
Instituto de Fermentaciones Industriales, otra cedida por el Instituto Catalán de la Viña
y el Vino (INCAVI), y otra comercial proporcionada por la empresa L'Allemand. La
especie a la que pertenecen, así como su procedencia se detallan en la tabla 1.
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Levaduras
5 cepas
40d
90d
Vino base
í
Licor de tiraje
Sin bentonita
Con bentonita
Segunda Fermentación 20d
Envejecimiento 180d
270d 365d
* Determinaciones convencionales
* Análisis compuestos nitrogenados
* Análisis compuestos volátiles
* Análisis características espumantes
* Análisis sensorial
Figura 7. Etapas seguidas en la elaboración de los vinos espumosos, puntos de toma de muestra, y
determinaciones realizadas.
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Tabla 1. Cepas utilizadas para llevar a cabo la segunda fermentación.
Cepa Especie Procedencia
EC1J18 Saccharomyces bayatms V Allemand
IFI-473 Saccharomyces oviformis IFI
IFI-475 Saccharomyces oviformis IFI
P-29 Saccharomyces cerevisiae INCAVI
J Saccharomyces cerevisiae Castellblanch S.A.
2.1.1.1 b Preparación del pie de cuba y realización del tiraje.
A partir de cultivos jóvenes que habían sido conservados en agar extracto de
malta, se realizó una siembra en 5 mL de mosto estéril, y se incubó 48 h a 25 °C. Con
estos 5 mL se hizo una siembra en 100 mL del mismo medio y en las mismas
condiciones. 15 mL de este medio, se pasaron a un matraz con 300 mL de medio fresco
con los que se inocularon 6 litros de vino base con sacarosa, previamente filtrado a
través de membranas de 0,45 [xm. Se dejó crecer durante 4 días a 25 °C agitando el
cultivo tres veces por día. Este mismo procedimiento se utilizó para preparar el inoculo
de todas las cepas.
El vino base se inoculó con un licor de tiraje compuesto por 20 % de sacarosa, y
con una concentración de levaduras de aproximadamente 6,7 % del volumen total. La
población de levaduras del inoculo tenía aproximadamente LIO6 cel./mL Se elaboraron
dos lotes, uno sin adición de bentonita, y otro al que se le añadió a la mezcla de tiraje
una solución de bentonita al 1 %
2.1.1.1 c Toma de muestras.
Se tomaron muestras para el análisis del vino base, de los vinos durante la
segunda fermentación (20 y 40 días) y de los vinos espumosos durante el
envejecimiento (90, 180, 270, y 365 días). En cada punto de toma de muestra se
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retiraron 8 botellas por cepa de levadura, 4 de vinos preparados utilizando bentonita, y
otros cuatro sin ella.
Las cuatro botellas correspondientes a cada variable y cepa se mezclaron y
homogeneizaron, y el vino se centrifugó a 8000 g durante 15 minutos, a 5 °C. El
sobrenadante se utilizó para llevar a cabo los distintos análisis,
El degüelle, la adición del licor de expedición (2 g sacarosa/L) y el taponado se
realizó en la bodega.
2.1.2 Vinos espumosos elaborados con la variedad de uva blanca Parellada.
2.1.2.1 Elaboración de los vinos espumosos
Se han elaborado en condiciones industriales en una bodega del grupo Freixenet
S.A 4 vinos base monovarietales a partir de uvas blancas de la variedad Parellada. Dos
de ellos (Parellada Al y Parellada A2), procedían de viñas Parellada sometidas a
prácticas vitícolas de sobreproducción (poda en copa, situadas a pocos metros sobre el
nivel del mar y en las que se espera obtener un rendimiento superior a los 19000
Kg/Ha). Los otros dos (Parellada Bl y Parellada B2), se han elaborado a partir de uvas
procedentes de viñedos Parellada tratados según las prácticas vitícolas consideradas
desde antiguo apropiadas para esta variedad (poda en copa, altura de 300 m sobre el
nivel del mar y un rendimiento no superior a 15000 Kg/Ha).
2.1.2.1 a Preparación del pie de cuba y realización del tiraje
La preparación del pie de cuba y los tirajes, se ha realizado según las condiciones
descritas en el apartado 2.1.1.1. La segunda fermentación se llevó a cabo en todos los
vinos con la misma cepa de levadura, y en todos ellos se añadió bentonita al licor de
tiraje, con una concentración de 3 g/hL.
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2.1.2.1 b Toma de muestras
Se tomaron muestras para los diferentes análisis a los 9, 12, 15, y 18 meses de
envejecimiento con las levaduras. En la figura 8, se representa de forma esquemática
las etapas de elaboración, puntos de toma de muestra, y determinaciones realizadas en
estos vinos.
El degüelle, la adición del licor de expedición (2 g sacarosa/L) y el taponado se
realizó en la bodega.
2.1.3 Vinos base y vinos espumosos elaborados con las variedades de uvas tintas
Trepat, Monastrell y Garnacha.
2.1.3.1 Elaboración de los vinos espumosos
Se han elaborado a escala industrial en una bodega del grupo Freixenet S.A., 5 vinos
monovarietales con diferentes variedades de uvas tintas, vinificadas en blanco. Dos de
ellos se elaboraron con la variedad Trepat (Trepat 1 y Trepat 2), y los otros dos con la
variedad Monastrell (Monastrell 1 y Monastrell 2).
El quinto vino base, se elaboró vinifícando en rosado, en una bodega acogida a la
Denominación de Origen Vinos de Madrid a partir de uvas tintas de la variedad
Garnacha.
2.1.3.1 a Preparación del pie de cuba y realización del tiraje
La preparación del pie de cuba y los tirajes, se ha realizado según las condiciones
descritas en el apartado 2.1.1.1. La segunda fermentación se llevó a cabo con la misma
cepa de levadura, y en todos los vinos, excepto en el elaborado con la variedad
Garnacha, se ha añadido bentonita en el licor de tiraje, en una concentración de 3 g/hL.
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Vino base
Parellada Al
Vino base
Parellada A2
Vino base
Parellada Bl
Vino base
Parellada B2
Levaduras
1 cepas
Licor de tiraje
1
Con bentonita
Segunda Fermentación
9m Envejecimiento 12m
!5m 18 m
* Determinaciones convencionales
* Análisis compuestos nitrogenados
* Análisis compuestos volátiles
* Análisis compuestos fenó/icos de bajo peso molecular
* Análisis características espumantes
Figura 8. Etapas seguidas en la elaboración de los vinos espumosos Parellada, puntos de
toma de muestra, y determinaciones realizadas.
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2.1.3.1 b Toma de muestras
Se tomaron muestras para el análisis de todos los vinos base, y de los espumosos
respectivos a los 9, 12, 15 y 18 meses de envejecimiento con las levaduras, para los
vinos elaborados con las variedades Trepat y Monastrell, y a los 9 y 12 meses, para los
vinos elaborados con Garnacha. En la figura 9, se representa de forma esquemática las
etapas de elaboración, puntos de toma de muestra, y determinaciones realizadas en estos
vinos.
El degüelle, la adición del licor de expedición (2 g sacarosa/L), excepto en los vinos
espumosos de la variedad Garnacha, a los que no se les añadió licor de expedición, y el
taponado, se realizaron en las bodegas correspondientes
2.1.4 Elaboración de vinos base y vinos espumosos por mezcla de variedades de
uvas blancas y tintas.
2.1.4.1 Elaboración de los vinos espumosos
Se ha elaborado a escala industrial en una bodega del grupo Freixenet S.A., un vino
mezcla (vino base Tipus) de variedades de uvas blancas, Macabeo (58 %), Parellada (36
%) y Xarel.Io (6 %). A partir de este vino base y con los vinos base rosados
monovarietales descritos en la sección 2.1.3, Trepat 1, Trepat 2 , Monastrell 1 y
Monastrell 2, se elaboraron cuatro vinos base mezcla. Los coupages de vinos base
fueron los siguientes:
• Vino base Tipus (50%) y vino base Trepat 1 (50%).
• Vino base Tipus (50%) y vino base Trepat 2 (50 %)
• Vino base Tipus (75 %) y vino base Monastrell 1 (25 %)
• Vino base Tipus (75 %) y vino base Monastrell 2 (25 %)
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Trepat 1
Vino base
Trepat 2
Levaduras
1 cepa
I I
Licor de tiraje
Segunda Fermentación
Con bentonita
Levaduras
1 cepa
Vino base
Monástrell 1
Vino base
Monástrell 2
1 A
Licor de tiraje
Segunda Fermentación
Con bentonita
9m Envejecimiento
15m 18m
Levaduras
1 cepa
12m
Vino base
Garnacha
Licor de tiraje
9m
Sin bentonita
Segunda Fermentación
9m
Envejecimiento
12m
•j Envejecimiento
15m 18m
12m
oo
* Determinaciones convencionales
* Anáüsis compuestos nitrogenados
* Análisis compuestos volátiles
* Análisis características espumantes
* Análisis compuestos fenó/icos de bajo peso mo
* Análisis de antocianos
* Parámetros de color
Fig 9. Etapas seguidas en la elaboración de los vinos espumosos con tes variedades Trepat, Monástrell y Garnacha. Puntos de
toma de muestra y determinaciones realizadas.
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2.1.4.2 Preparación del pie de cuba y realización del tiraje
La preparación del pie de cuba y los tirajes, se han realizado según las condiciones
descritas en el apartado 2.1.1.1. La segunda fermentación se llevó a cabo con la misma
cepa de levadura, y en todos los vinos se añadió bentonita en el licor de tiraje, en una
concentración de 3 g/hL.
2.1.4.3 Toma de muestras
Se tomaron muestras para el análisis de todos los vinos base, incluido el vino base
mezcla de variedades blancas, y de los espumosos respectivos a los 9, 12, 15 y 18
meses de envejecimiento con las levaduras. En la figura 10, se representa de forma
esquemática las etapas de elaboración, puntos de toma de muestra, y determinaciones
realizadas en estos vinos.
El degüelle, la adición del licor de expedición (2 g sacarosa/L) y el taponado se
realizó en la bodega.
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Vino base mezcla
var. blancas (VBm)
VBm (50%) + VB
Trepat! (50%)
VBm (50%) + VB
Trepat 2 (50%)
Licor de Tiraje
i
Segunda fermentación
9m
VBm (75%) + VB
Monastrell Id (25%)
VBm (75%) + VB
Monastrell 2d (25%)
1
Envejecimiento
15m 18m
12 m
i
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* Determinaciones convencionales
Análisis compuestos nitrogenados
* Análisis compuestos volátiles
* Análisis características espumantes
o
Figurá 10. Etapas seguidas en la elaboración de lps vinos espumosos de mezcla, puntos de toma de muestra, y
determinaciones realizadas.
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2.2 Metodología empleada para la determinación de compuestos volátiles,
fenoles de bajo peso molecular, y antocianos en los vinos base y espumosos.
El análisis de los compuestos volátiles de los vinos base y de los espumosos
estudiados, se ha realizado por cromatografía de gases mediante inyección directa y
detección con el empleo de un detector de ionización de llama (DI-GC-FID), en el caso
de los volátiles mayoritarios, y con micro extracción en fase sólida del espacio de
cabeza, previo al análisis cromatográfico, y empleo de un detector de ionización de
llama (HS-SPME-GC-FTD), o un espectrometrómetro de masas con ionización por
impacto electrónico (HS-SPME-GC-EI-MS).
Los distintos compuestos volátiles de los que se disponen de patrones
comerciales, y que se van han cuantificado en los vinos analizados se recogen en la
tabla 2. Se muestra a su vez, el método empleado para su análisis, por inyección
directa, o con etapa previa de extracción y concentración.
2.2.1 Análisis de compuestos los compuestos volátiles de los vinos por inyección
directa
El análisis de los compuestos volátiles por inyección directa, se ha realizado con
dos columnas distintas, y condiciones cromatografleas diferentes.
2.2.1.1 Análisis de los compuestos volátiles por DI-GC-FID, y empleo de una
columna cromatografía microrrellena.
2.2.1.1 a Preparación de la muestra.
A 10 mL de vino se le añadieron 50 uL de patrón interno, (0,06 g de 3-pentanol
preparado en una solución de etanol al 10 %). 1 jiL de esta solución se inyectó en modo
split (1/15) en el cromatógrafo de gases. Cada muestra se analizó por duplicado.
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Tabla 2. Compuestos volátiles de las soluciones sintéticas preparadas con fines de
identificación a través de los tiempos de retención y método seguido para su
determinación. DI: inyección directa; HS-SPME: microextracción en fase
sólida del espacio de cabeza.
Compuesto
ALCOHOLES
1-propanol
Isobutanol
2 -metil-1-butanol
3-metil-l-butanoI
1-hexanol
Metanol
Cis-3-hexen-l-ol
ESTERES
Formiato de etilo
Acetato de etilo
Acetato de isobutilo
Acetato de isopentilo
Acetato de hexilo
Butanoato de etilo
Hexanoato de etilo
Octanoato de etilo
Decanoato de etilo
Succinato de dietilo
Lactato de etilo
ÁCIDOS
Ácido hexanoico
Ácido octanoico
Ácido decanoico
OTROS
y- butirolactona
Acetaldehído
Método analítico
empleado
DI
DI
DI
DI
DI
DI
HS-SPME
DI
DI
HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
DI
HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
DI
2.2.1.1 b Equipo
Se utilizó un cromatografo de gases Hewlett-Packard M-5890 serie II, equipado
con un detector de ionización de llama (FED), y con inyector split/splitless. La
separación se realizó en una columna microrrellena 15 % Carbowax 1500 sobre
WNAW 80/100, de 4 m. de longitud y 1/8 de \\xn. de diámetro interno (Supelco Inc.,
Bellefonte, P.A.).
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2.2.1.1 c Condiciones cromatográficas
La separación se llevó a cabo con un gradiente de temperatura que comenzó con
el horno a 70 °C durante 10 minutos, para ir aumentando 2 °C/min hasta alcanzar 120
°C. Como gas portador se empleó Helio, con un flujo de 19 mL/min. La temperatura del
inyector y del detector fue de 200 °C.
2.2.1.1 d Identificación y análisis cuantitativo.
La medida de las áreas dé cada compuesto se llevó a cabo utilizando el programa
informático Nelson, ( 5.0, Perkin-Elmer). La identificación de los distintos compuestos
se realizó por comparación de los tiempos de retención relativos al patrón interno de los
compuestos de las muestras respecto a las de las soluciones de referencia (Tabla 3). La
cuantificación se llevó a cabo por comparación del área relativa al patrón interno de
cada compuesto con la obtenida en la recta de calibrado correspondiente a cada
sustancia patrón, en las mismas condiciones que la muestra problema.
Tabla 3. Tiempos de retención de los compuestos volátiles de la solución sintética
preparada con fines de identificación, obtenidos del análisis por inyección
directa con el empleo de una columna microrrellena.
Identificación
1
2
3
4
5
6
7
8
Compuesto
Acetaldehido
Formiato de etilo
Acetato de etilo
Metanol
1-Propanol
Isobutanol
3-pentanol (patrón interno)
2 + 3 metil-1-butanol
TR (min)
3,15
4,98
7,03
8,47
16,64
21,01
22,10
30,31
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En la figura 11, se muestra el cromatograma correspondiente a la solución de
referencia descrita en la tabla 3, analizada con el empleo de la columna microrrellena y
en las condiciones descritas en este apartado.
8 + 9
20
minutos
Figura 11. Cromatograma de la solución sintética a que se refiere
la tabla 3, obtenido en las condiciones descritas en el
apartado 2.2.1.1.
84
Materiales y Métodos
2.2.1.2 Análisis de los compuestos volátiles por DI-GC-FID, y empleo de una
columna cromatográfica capilar.
2.2.1.2 a Preparación de la muestra
De igual forma que en el caso anterior, a de 10 mL de vino se le añadieron 50 uL de
patrón interno, (0,06 g de 3-pentanol preparado en una solución de etanol al 10 %). 1 u.L
de esta solución se inyectó en modo split (1/15) en el cromatógrafo de gases.
2.2.1.2 b Equipo
Se utilizó un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard M-5890 serie II, equipado
con un detector de ionización de llama (FID), y con inyector split/splitless. La
separación se llevó a cabo en una columna capilar Carbowax 20M de 30 m de longitud
y 0,25 u.m de espesor de película de fase (Quadrex, Co., New Haven, C.T). El control
del equipo, adquisición y procesado de datos, se llevó a cabo con el programa HP-Chem
(HP 3365, serie II, Chemstation)
2.2.1.2 c Condiciones cromatografías
La separación se llevó a cabo con una temperatura inicial del horno de 40 °C
durante 10 minutos, aumentando 7 °C/min hasta 150 °C, y 30 °C / min hasta 210 °C,
durante 2 minutos. Como gas portador se empleó Helio, con una presión de 12,5 psi. La
temperatura del inyector y del detector fue de 220 °C.
2.2.1.2 d Identificación y análisis cuantitativo
La identificación de los distintos compuestos se basó en la comparación de los
tiempos de retención relativos respecto al patrón interno, con los de los compuestos
empleados como referencia (Tabla 4). La cuantificación se llevó a cabo por
comparación del área relativa al patrón interno de cada compuesto con la obtenida en la
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recta de calibrado correspondiente a cada sustancia patrón, en las mismas condiciones
que la muestra problema,
Tabla 4. Tiempos de retención de los compuestos volátiles de la solución sintética
preparada con fines de identificación, obtenidos del análisis por inyección
directa con el empleo de una columna capilar.
Identificación
1
2
3
4
5
6
1
8
9
10
Compuesto
Acetaldehido
Formiato de etilo
Acetato de etilo
Metano 1
1-Propanol
Isobutanol
3-pentanol (patrón interno)
2-metil-l-butanol
3-metil-I-butanol
Lactato de etilo
TR (min)
3,50
4,07
4,63
4,98
8,65
11,41
12,27
16,48
16,59
20,39
En la figura 12, se muestra el cromatograma correspondiente a la solución de
referencia descrita en la tabla 4, analizada con el empleo de la columna capilar y en las
condiciones descritas en este apartado.
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Figura 12. Cromatograma de la solución sintética a que se refiere la
tabla 4, obtenido en las condiciones descritas en el
apartado 2.2.1.2
2.2.2 Análisis de los compuestos volátiles de los vinos por microextracción en fase
sólida del espacio de cabeza (HS-SPME-GC).
El análisis de los compuestos volátiles que se encuentran en los vinos en
concentraciones menores de 10 mg/L, requieren una etapa previa de extracción y
concentración. Se ha empleado la técnica de HS-SPME, previo a su separación por
cromatografía de gases. Para la identificación de los diferentes compuestos se han
empleado dos tipos de detección, la ionización de llama (FID), que se ha empleado
además para el análisis cuantitativo y la detección por espectrometría de masas (MS),
que se ha utilizado sólo para el análisis cualitativo, es decir, con el fin de identificar
todos los posibles compuestos volátiles que se encuentren en los vinos estudiados. Se
han empleado diferentes condiciones cromatográficas, y equipos en cada uno de los dos
procedimientos utilizados.
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2.2.2.1 Análisis de los compuestos volátiles mediante el empleo de In
microextracción en fase sólida del espacio de cabeza y detección por
ionización de llama (HS-SPME-GC-FID).
2.2.2.1 a Preparación de la muestra
En la figura 13, se muestra el esquema del procedimiento seguido para la
microextracción en fase sólida del espacio de cabeza de una muestra de vino. En un vial
de muestra de 12 mL se introducen 5 mL de vino, 25 uX de patrón interno (10 mg de
nonanoato de metilo/100 mL de etanol), y 2 g de NaCl para favorecer el proceso de
extracción. La muestra se dispone en un baño termostatizado a 40 °C con agitación
magnética. La fibra de 10 mm de longitud recubierta con una fase de
polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um, (Supelco Inc., Bellefonte, P.A.), se introduce a
través del septum del vial en el espacio de cabeza confinado entre la muestra y el tapón,
y se mantiene en las condiciones señaladas durante 10 minutos. Transcurrido este
tiempo, la fibra se lleva al "glass liner" del inyector en modo splitless, donde permanece
10 min para que tenga lugar ia desorción de todos los compuestos extraídos. Los
análisis se hicieron por duplicado.
2.2.2.1 b Equipo
Se utilizó un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard, M-5890 serie II, con detector
de ionización de llama (FID), e inyector split/splitless. La separación se llevó a cabo en
una columna capilar Carbowax 20M de 30 m de longitud, 0,25 um de espesor de
película de fase (Quadrex, Co., New Haven, CT). El control del equipo, adquisición y
procesado de datos, se llevó a cabo con el programa HP-Chem (HP 3365, serie II,
Chemstation)
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Embolo
Tornillo de fijación
del émbolo
Tubo protector de la
fibra
Regulador de la longitud de
fibra expuesta al espacio de
cabeza
Figura 13. Análisis de compuestos volátiles de un vino mediante Microextracción
en fase sólida del espacio de cabeza (HS-SPME).
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2.2.2.1 c Condiciones cromatográficas
La separación se realizó con una temperatura inicial del horno de 40 °C durante
10 min, aumentando 5 °C/min. hasta 200 °C, y 20 °C/min hasta 210 °C. Una vez
alcanzada esta temperatura se mantiene durante 10 min. Se utilizó He como gas
portador con una presión de 12,5 psi. La temperatura del inyector y del detector fue de
250 °C.
2.2.2.1 d Identificación y análisis cuantitativo.
La identificación de los distintos compuestos se basó en la comparación de los
tiempos de retención relativos respecto al patrón interno, con los de los compuestos
empleados como referencia (Tabla 5). La cuantificación se llevó a cabo por
comparación del área relativa al patrón interno de cada compuesto con la obtenida en la
recta de calibrado correspondiente a cada sustancia patrón, en las mismas condiciones
que la muestra problema.
En la figura 14, se muestra el cromatograma correspondiente a la solución de
referencia descrita en la tabla 5, analizada mediante el empleo de HS-SPME y en las
condiciones descritas en este apartado.
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Tabla 5. Compuestos volátiles de la solución sintética preparada con fines de
identificación a través de los tiempos de retención y determinados por HS-
SPME.
Identificación
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
Compuesto
Acetato de isobutilo
Butanoato de etilo
Acetato de butilo
Acetato de isopentilo
Hexanoato de etilo
Acetato de hexilo
1-hexanol
Cis-3-hexen-l-ol
Octanoato de etilo
Nonanoato de metilo
(patrón interno)
y-butirolactona
Decanoato de etilo
Succinato de dietilo
Acido he xa no ico
Acido octanoico
Acido decanoico
TR (min)
8,05
8,86
10,63
13,09
18,31
19,74
22,85
23,95
25,38
26,81
27,35
31,22
32,48
36,55
41,04
45,05
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Figural4. Cromatograma de la solución sintética a que se refiere la
tabla 5, obtenido en las condiciones descritas en el
anartadn 2.2.2.1
2.2.2.2 Análisis de los compuestos volátiles mediante el empleo de
microextracción en fase sólida del espacio de cabeza y detección por
espectrometría de masas (HS-SPM E-GC-MS).
2.2.2.2 a Preparación de la muestra
La preparación de la muestra se llevó a cabo en las mismas condiciones descritas
en el apartado anterior.
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2.2.2.2 b Equipo
Se utilizó un cromatógrafo de gases Fisons (Fisons Instrument, Milán, Italia),
con inyector split/splitless, y equipado con un detector de ionización de llama (FID), y
otro de espectrometría de masas de quadrupolo, MD 800 (Fisons, VG MassLab,
Manchester, UK). La ionización se llevó a cabo a 70 eV, en modo El. Para la
separación se empleó una columna capilar Supelcowax ™-10 (Supelco Inc., Bellefonte,
P.A.), de 50 m de longitud, 0,25mm de d.i., y 0,25 \xm de espesor de película de fase. El
control del equipo, adquisición y procesado de datos, se llevó a cabo con el programa
MassLab v 1.4.
2.2.2.2 c Condiciones ero mato gráficas
La separación se realizó en las mismas condiciones descritas en el apartado
anterior. Se utilizó Helio como gas portador con un flujo de 0,8 mL/min.
2.2.2.2 d Identificación
La identificación se basó en la comparación de los espectros de masas de los
distintos compuestos, con los de referencia recogidos en dos librerías de espectros de
masas (NIST/WILEY Mass Spectral Datábase).
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2.3 Análisis de compuestos fenolicos de bajo peso molecular
El análisis de los compuestos fenolicos de bajo peso molecular se ha realizado
por cromatografía líquida de alta resolución en fase inversa (RP-HPLC) según el
método descrito por Peña y col., (2000), y empleando dos tipos diferentes de detección,
la detección por fotodiodos alineados (DAD), y por espectrometría de masas con
ionización por electrospray (ESI-MS). Las condiciones de análisis y el equipamiento
empleado en los dos tipos de procedimientos han sido diferentes, y se describen a
continuación.
2.3.1 Análisis de compuestos fenolicos de bajo peso molecular mediante el empleo
de RP-HPLC-DAD.
2.3.1.1 Preparación de la muestra.
50 mL de cada uno de los vinos se han extraído en embudo de decantación, tres
veces con 25 mL de éter dietílico, y otras tres con 25 mL de acetato de etilo. A la fase
orgánica así obtenida, se le eliminó el agua residual con sulfato sódico anhidro. La
muestra una vez desecada se filtró por papel Whatman 40, y se concentró hasta
sequedad en rotavapor a vacío a una temperatura no superior a 35 °C. El residuo se
recogió con 2 mL de metanol/agua (1:1, v/v), y se filtró a través de un filtro de 0,45 \xm
(Millipore Corp., Milford, Ma) previamente a su análisis cromatográfico
2.3.1.2 Equipo
Se ha empleado como sistema cromatográfico, un cromatógrafo de líquidos Waters,
compuesto por una bomba 600E, un inyector universal U6K, y un detector de
fotodiodos alineados 991 (Waters. Milford, Ma, USA). Para la separación se ha
empleado una columna de fase inversa Nova-Pack C18 de 60 Á (3,9 x 300 mm) y 4 um
de tamaño de partícula.
El control del equipo, adquisición y procesado de datos se ha realizado con el
programa Waters 991.
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2.3.1.3 Condiciones cromatográficas
Las condiciones cromatográficas son las que se describen a continuación:
a Eluyentes :
Eluyente A: agua/ácido acético (98:2) (v/v).
Eluyente B: agua/acetonitrilo/ácido acético (78:20:2) (v/v/v).
• Gradiente:
El programa de gradiente lineal empleado es el siguiente:
Tiempo
(min)
0
55
57
70
Flujo
(mL/min)
1
1
1,2
1,2
Eluyente A
(%)
100
20
10
10
Eluyente B
(%)
0
80
90
90
2.3.1.4 Detección
Los cromatogramas se han registrado a 254, 280 y 340 nm. Los espectros se han
obtenido por barrido desde 210 a 360 nm.
2.3.1.5 Identificación y análisis cuantitativo
La identificación se ha realizado por comparación de los tiempos de retención, y
espectros de UV-Vis, con sustancias patrón analizadas en las mismas condiciones que
las muestras de vinos.
La cuantificación se ha realizado con las rectas de calibrado calculadas para los
diferentes compuestos patrón disponibles, en las condiciones previamente descritas. Las
rectas de calibrado utilizadas se han obtenido a 280 nm, excepto para los ácidos cafeico.
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p-cumárico y ferúlico que se han calculado a 340 nm, y para el p-hidroxibenzoico que
se hizo a 254 nm.
2.3.2 Análisis de compuestos fenólicos de bajo peso molecular mediante el empleo
de RP-HPLC-ESI-MS
2.3.2.1 Preparación de la muestra.
Se ha llevado en las mismas condiciones descritas en el apartado anterior.
2.3.2.2 Equipo
Se ha empleado un cromatógrafo de líquidos Hewlett Packard serie 1100 MSD,
(Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) con un detector de fotodiodos alineados
Hewlett Packard serie 1100 y acoplado a un detector de espectrometría de masas de
cuadrupolo simple equipado con una fuente de ionización por electrospray (ESI). Se
utilizó nitrógeno como gas de nebulización y secante. Se han aplicado diferentes
voltajes de fragmentación.
La separación se realizó con una columna de fase inversa Nova-Pack C\% de 60 A
(3,9 x 150 mm), y 4 um de tamaño de partícula.
Para el control del equipo, adquisición y procesado de datos se empleó el programa
HP ChemStation (v. A.07).
2.3.2.3 Condiciones cromatográficas
Las condiciones cromatográficas empleadas son las que se describen a continuación:
a Eluyentes
Ehiyente A: agua/ácido acético (99:1) (v/v).
Eluyente B\ acetonitrilo/ácido acético (99:1) (v/v)
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• Gradiente:
El programa de gradiente lineal empleado ha sido el siguiente:
Tiempo
(min)
0
60
70
Flujo
(mL/min)
0,5
0,5
0,5
Eluyente A
(%)
100
20
0
Eluyente B
(%)
0
80
100
2.3.2.4 Detección
La ionización de la muestra se ha llevado a cabo por electrospray (ESI) y se ha
trabajado en modo negativo. Se ha empleado una presión de nebulización de 40 psi. La
temperatura y flujo de gas de secado han sido 320 °C y lOL/min respectivamente. El
voltaje del capilar fue de 4000V, y la fragmentación se llevó a cabo a distintos voltajes
(50V, 80V y 200 V).
Los cromatogramas se han registrado a 254, 280, y 340 nm. Los espectros de
UV-vis se han obtenido por barrido desde 210 a 360 nm.
2.4 Determinaciones convencionales
Con el término determinaciones convencionales se denomina a las que
generalmente se realizan en las bodegas y que dan una idea global de la composición
del vino. A continuación se relacionan las determinaciones realizadas a cada vino, así
como el método por el que se llevaron a cabo.
2.4.1 pH
Se determinó con un pHmetro Orion Research, modelo 601-1.
97
Materiales y Métodos
2.4.2 Acidez volátil
Se determinó por valoración con NaOH O,1N de los ácidos volátiles presentes en
el vino previamente separados por arrastre de vapor. El resultado se expresa en g de
ácido acético/L.
2.4.3 Acidez total
Determinación volumétrica con NaOH O,1N hasta pH 7. El resultado se expresa
en g ácido tartárico/L.
2.4.4 SO2 total
Se utilizó el método de Paul (1958), basado en el arrastre por corriente de aire,
en medio ácido, del anhídrido sulfuroso libre, a una disolución de agua oxigenada
neutra, donde se oxida a ácido sulfúrico, el cual se valora con hidróxido sódico 0,01 N,
2.4.5 Polifenoles totales
Reacción de los polifenoles con los ácidos fosfotúngstico y fosfomolíbdico
(reactivo de Folin-Ciocalteau), dando lugar a un producto coloreado que se cuantifíca
midiendo la absorbancia a 670 nm (Singleton y Rossi, 1965). Los resultados se expresan
en g de ácido gálico/L
2.4.6 Acido tartárico
Reacción colorimétrica con metavanadato amónico y lectura de la absorbancia a
500 nm en un espect o fotómetro Shimadzu, modelo UV-120-01, según el método
descrito por Vidal y Blouin (1978).
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1A.1 Acido L (-)-málico
Se ha llevado a cabo por reacción enzimática (Boehringer Mannheim S.A.,
1975). Se ha utilizado la enzima L-(-)-malato deshidrogenasa como catalizador de la
reacción entre el ácido L-(-)-málico y NAD+, formándose oxalacetato y NADH. El
incremento de NADH formado que es proporcional a la cantidad de ácido L-(-)-málico
de la muestra, se mide espectrofotométricamente a 340 nm.
2.4.8 Ácido L (+)- láctico
Se ha llevado a cabo por reacción enzimática (Boehringer Mannheim S.A.,
1975). Se ha utilizado la enzima L-(+)-lactato deshidrogenasa como catalizador de la
reacción entre el ácido L-(+)-láctico y el NAD+, formándose ácido pirúvico y NADH.
El incremento de NADH formado que es proporcional a la cantidad de ácido L-(+)-
láctico de la muestra, se mide espectrofotométricamente a 340 nm.
2.4.9 Azúcares reductores
Oxidación de los azúcares por el cobre divaiente en medio alcalino y en caliente
(a ebullición). Se evita la insolubilización del cobre en medio alcalino complejándolo.
La determinación se llevó a cabo según el método de la O.I.V. (1993).
2.4.10 Grado alcohólico
Se determinó mediante el método aerométrico, que consiste en la destilación del
vino y medida del grado alcohólico del destilado, con un alcohómetro, a 20 °C.
2.4.11 Nitrógeno total
Se determinó por el método Kjeldahl con un sistema de digestión Tecator y un
analizador Kjeltec Auto 1030. El procedimiento del análisis es el siguiente: digestión
por ataque con ácido sulfúrico concentrado a ebullición, en presencia de un catalizador
(sulfato potásico y sulfato de cobre) y un antiespumante (agua oxigenada) y destilación
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en medo alcalino, recogiéndose el destilado sobre una solución de ácido bórico con
indicador de rojo de metilo y verde de bromocresol. El amoniaco recogido se valora
posteriormente con ácido clorhídrico 0,1 N.
2.4.12 Determinación de proteínas
Se utilizó el método de Bradford (Bradford, 1976), basado en las reacción de las
proteínas con el Azul Brillante de Coomassie G-250 y lectura de la absorbancia a 595
nm, después de 15 minutos de la adición del reactivo. Los resultados se expresaron en
mg de seroalbúmina bovina (BSA)/L.
2.4.13 Determinación de aminoácidos libres. Método colorimétrico
Los aminoácidos libres se determinaron por el método de la ninhidrina-cadmio
(Doi y col., 1981). Los resultados se expresaron en mg de leucina/L.
2.5 Análisis de compuestos antociánicos.
El análisis de los compuestos antociánicos se ha realizado por cromatografía líquida
de alta resolución en fase inversa (RP-HPLC) según el método descrito por González-
Sanjosé (1988) con algunas modificaciones, y empleando la detección por fotodiodos
alineados (DAD). Las condiciones de análisis son las que a continuación se describen.
2.5.1 Preparación de la muestra
15 mL de cada uno de los vinos se han liofílizado hasta sequedad y reconstituido
a un volumen final de lmL con una solución de etanol 10%. Previo al análisis, las
muestras se filtraron a través de un filtro de 0,45 u.m (Millipore Corp., Milford, Ma.)
2.5.2 Equipo
Se ha empleado como sistema cromatográfíco, un cromatógrafo de líquidos
Waters, formado por una bomba 600-MS, un inyector automático 717 Plus y un detector
de fotodiodos alineados 996 (Waters, Milford, Ma, USA). La separación se ha realizado
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en columna de fase inversa Nova-Pack C]8 de 60Á (3,9 x 150 mm) de 4 um de tamaño
de partícula, protegida por una precolumna del mismo material.
El control del equipo, adquisición y procesado de datos se ha realizado con el
programa Millennium (v. 2.1), (Waters, Milford, Ma, USA).
2.5.3 Condiciones cromatografías
Las condiciones cromatográfícas empleadas son las siguientes:
a Eluyentes
Eluyente A: agua/ácido fórmico ( 90:10) (v/v).
Eluyente B: agua/metanol/ácido fórmico (45:45:10) (v/v/v).
Eluyente C: metanol/agua (45:55) (v/v).
• Gradiente
El programa de gradiente empleado es el que recoge en la tabla 6.
2.5.4 Detección
Se ha empleado un detector de fotodiodos alineados Waters 996. Se ha realizado el
barrido espectral entre 200 y 600 nm tomando medidas cada 2 nm. Los cromatogramas
se registraron a 530 nm.
Tabla 6. Programa de gradiente empleado para la separación de los antocianos.
Tiempo
(min)
•0
30
43
48
52
55
Flujo
(mL/min)
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
Eluyente A
(%)
85
20
20
0
0
85
Eluyente B
(%)
15
80
80
0
0
15
Eluyente C
(%)
0
0
0
100
100
0
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2.5.5 Identificación y análisis cuantitativo
La identificación se ha basado en la comparación de los tiempos de retención y de
los espectros de UV, con compuestos patrón analizados en las mismas condiciones que
las muestras de vinos, o con datos bibliográficos, cuando esto no ha sido posible.
La cuantifícación se ha realizado, con la recta de calibrado del malvidín-3-
glucósido, que es el antociano mas abundante en los vinos, calculada en las condiciones
previamente descritas.
2.6 Determinación de los parámetros de color
2.6.1 Equipo
Se ha empleado un espectrofotómetro DUR-70 Beckman (Fullerton, USA), y se
ha medido la absorbancia a tres longitudes de onda, 420, 520, y 620 nm.
2.6.2 Intensidad de color
Se ha determinado por la suma de las Absorbancias a 420 y 520 nm:
I = A420 + A520
2.6.3 Tonalidad
Se ha calculado como la relación entre las Absorbancias a 420 y 520 nm;
T= A420/A52
2.6.4 Porcentajes de rojo, amarillo y azul
Se han calculado siguiendo el método descrito por Glories (1984) El porcentaje
de cada color se ha obtenido de las siguientes relaciones:
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% de amarillo = (A 420/X) 100
% de rojo = (A520/X) 100
% de azul- (A
 62o/X) 100
Donde X = A 420 + A
 52o + A 520
2.7 Estudio de las propiedades espumantes de los vinos
Para el estudio de las propiedades espumantes de los vinos, se han seguido la
metodología descrita por Moreno-Arribas y col. (2000), empleando un equipo diseñado
en el Instituto de Fermentaciones Industriales (CSIC).
2.7.1 Determinación de las propiedades espumantes mediante el empleo de un
equipo con detector de ultrasonidos y guía de ondas.
Un esquema del equipo se puede observar en la figura 15. El método se basa en
la medida del incremento de altura de un líquido dispuesto en un tubo de vidrio
termostatizado (1) cuando se hace pasar aire a través de una placa fritada ubicada en la
parte inferior del mismo. La altura del liquido es detectada a través de un transmisor-
receptor de ondas de ultrasonido (Baumer Electric Mod. Unam 3019103 (4), alimentado
por una fuente de 24 V (6), en cuyo extremo inferior se encuentra una guía de ondas de
ultrasonido (5). Un regulador de flujo (Hitec, Mod. F201c-Fa) (8) regula la presión de
aire a través de una válvula (10).
Las condiciones experimentales que se siguieron fueron las siguientes: 25 mL de
vino desgasificado en el tubo, temperatura de 20 ° C, flujo de aire 125 mL/min, y
tiempo de análisis de 1000 s. Los datos fueron recogidos y procesados por un programa
original que permite almacenar los datos para el análisis posterior. Entre medida y
medida, el tubo de vidrio se lavó sucesivamente con agua Milli-Q (Millipore Corp.,
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Milford, Ma.) y con la muestra que iba a ser analizada, haciéndose pasar posteriomente
aire a través del fritado.
En la figura 16, se puede observar a modo de ejemplo, el perfil característico de
los diagramas de gasificación, en los que se representa la evolución de la espuma en
función del tiempo para uno de los vinos estudiados. Los parámetros determinados
fueron: Hpico (altura del pico o máximo valor alcanzado por la espuma), Hplató (altura
de plato de espuma o altura a la que la espuma se estabiliza), y SU300 (desviación
estándar de la espuma en los últimos 300 puntos antes de cerrar el paso del aire).
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Figura 15. Esquema del equipo de medida de espuma mediante un
detector de ultrasonidos y una guía de ondas. 1: tubo de vidrio;
2: camisa de termostatización; 3: baño termostático; 4:
emisor/receptor de ultrasonidos; 5: guía de ondas; 6: fuente de
voltaje; 7: sistema de adquisición de datos; 8: control de flujo de
gas; 9: manoreductor; 10: válvula de regulación; 11: válvula d
eentrada de gas.
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300
200
100
-100
Hplató
Final de la gasificación
Comienzo de la gasificación
200 400 600 800 1000
tiempo (s)
Figura 16. Perfil de la espuma de uno de los vinos estudiados, obtenido
mediante el sistema de medida de espuma con detector de
ultrasonidos y guía de ondas.
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2.8 Análisis sensorial
2.8.1 Análisis sensorial global de los cavas
Se utilizó la ficha de la Subdirección General de Denominaciones de Calidad del
MAPA (antiguo Instituto Nacional de Determinaciones de Origen, INDO). Se trata de
una ficha penalizadora, de forma que a menor puntuación corresponde una calidad
mayor del vino. En la figura 17, se muestra la ficha utilizada con los parámetros que se
evalúan. Se observan 4 fases principales; fase visual, fase olfativa, fase gustativa y
armonía. Cada una de ellas incluye 6 tramos, de excelente a defectuoso que se puntúan
de forma diferente, la fase visual hasta 8 puntos, la intensidad olfativa, la calidad
olfativa y la intensidad gustativa hasta 18, la calidad gustativa, y la armonía hasta 27.
Hay un último calificativo para cada atributo que es "eliminado".
La evaluación se llevó a cabo por un panel de expertos formado por 10 catadores, en
la Escuela de la Vid e Industrias Lácteas de la Comunidad de Madrid.
a Fase visual: en esta fase se evalúan fundamentalmente aspectos como la
limpidez, intensidad de color y tonalidad, fluidez y efervescencia.
• Fase olfativa: son las sensaciones que se pueden percibir por vía nasal directa o
víabuconasal.
Q Fase gustativa: son las sensaciones relacionadas con el sabor, que es una
percepción combinada de los sentidos del gusto y del olfato.
a Armonía: Se refiere a la interacción entre los cuatro sabores que pueden
encontrarse en el vino, sin que se produzcan interferencias que ocultan, exaltan o
modifican los sabores fundamentales.
Se calculó el valor medio y la desviación estándar de la puntuación global de cada
vino. En el análisis de cada uno de los vinos, se eliminaron los catadores que puntuaron
con una desviación estándar de la media mayor o menor de 15, y se volvió a calcular
una nueva media sin incluir sus calificaciones.
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2.3.8 Métodos estadísticos
Para el tratamiento estadístico de los datos se utilizaron las técnicas de análisis
de la varianza (ANOVA), análisis de componentes principales, análisis de correlación
canónica, análisis de regresión lineal y análisis de conglomerados. Los datos se
procesaron a través del programa Statistica (Statsoft, Inc. 1996). El programa se ejecutó
en un ordenador personal PC-Pentium II.
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Resultados y Discusión
Identificación de los compuestos volátiles minoritarios por espectrometría
de masas
3.1
Los compuestos volátiles minoritarios del vino se han analizado por
microextracción en fase sólida del espacio de cabeza seguida de su inyección en
cromatografía de gases y separación en una columna capilar en las condiciones descritas
en el apartado 2.2.2.2 de Material y Métodos. En la tabla 7 se muestra la relación de los
compuestos volátiles minoritarios identificados en los vinos asi como los tipos de vino
en los que se han detectado. Se indica también el tipo de detector con el que han sido
detectados o identificados, el detector de ionización de llama (FDD) o el espectrómetro
de masas (MS). Como se puede comprobar, se han identificado un total de 22
compuestos. Aunque hay algunas excepciones, la mayoría de ellos están presentes en
todos los vinos. El acetato de isobutilo y el acetato de butilo no se han detectado en
ninguno de los vinos. Estos compuestos han sido detectados en otros vinos en
concentraciones menores de 0,55 mg/L (Versini y col., 1982; Silva y col., 1987;
Mazzoleni y col., 1993; etc). El 5-metil-2-heptanol solo se ha detectado en los vinos de
la variedad Trepat, el acetato de 2-fenil etanol no se ha detectado en los vinos de la
variedad Monastrell y el cis-3-hexen-3-ol no se ha detectado en los vinos de mezcla ni
en los vinos de la variedad Garnacha.
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Tabla 7.Compuestos volátiles minoritarios identificados en los vinos analizados por
microextracción en fase sólida del espacio de cabeza (HS-SMPE-GC). Se indica
también si se disponía de patrones, si se han detectado por FID y/o MS y los
vinos en los que se han detectado.
Detector Vinos (variedad)
COMPUESTO Patr FJD MS Mez Par Tip Trep Mon Gar.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
Acetato de isobutilo
Butanoato de etilo
Acetato de butilo
Acetatode isopentilo
Hexanoato de etilo
Acetato de hexilo
1 -hexanol
cis-3-hexen-l-ol
5-metil-2-heptanol
Octanoato de metilo
Octanoato de etilo
y-butirolactona
Decanoato de etilo
9-decenoato de etilo
Succinato de dietilo
Acetato de 2-feniletanol
Ácido hexanoico
2-fenil-etanol
Tetradecanoato demetilo
Ácido octanoico
Hexadecanoatode metilo
Ácido decanoico
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
•
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
Mez- Vino base y espumosos elaborados con mezclas de variedades blancas Xarel.lo, Macabeo
y Pareílada, descritos en el apartado 2.1.1
Par.: Vinos espumosos elaborados con la variedad Pareílada, descritos en el apartado 2.2.1
Tipus: Vino base y espumosos elaborados con mezclas de variedades blancas, Macabeo,
Xarel.lo y Pareílada, descritos en el apartado 2.4.1
Trepat: Vinos base y espumosos elaborados con la variedad Trepat, decritos en el apartado
2.3.1.
Mon.: Vinos base y espumosos elaborados con la variedad Monastrell, descritos en el apartado
2.3.1.
Gar.: Vinos base y espumosos elaborados con la variedad Garnacha, descritos en el apartado
2.3.1.
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La detección por acoplamiento de la cromatografía de gases a la espectrometría
de masas (GC/MS), ha permitido confirmar la identidad de todos los compuestos
detectados con el detector deionización de llama, con excepción de la y-butirolactona.
Las lactonas tienen ia fórmula general que se muestra en la figura 18, en las que R es
un grupo alquilo. Ai analizarlas por espectrometría de masas, el pico más importante se
produce por rotura adyacente al oxígeno para dar un fragmento de m/z 85 en el caso de
las y-lactonas. El hecho de no haber detectado la y-butirolactona con el espectrómetro de
masas, podría ser debido a que las condiciones de ionización utilizadas no son las más
adecuadas para la fragmentación de este compuesto.
O'
m/z = 85
Figura 18. Reacción de las y-lactonas para dar el fragmento m/z 85
Uno de los compuestos cuya presencia no es muy frecuente o al menos no ha
sido reportada por muchos autores y que se ha identificado en estos vinos, es el 9-
decenoato de etilo. El espectro de masas y su fórmula química, se muestra en la figura
5. Este compuesto ha sido detectado en vinos blancos de la variedad Riesling por
Simpson (1978) y por Rapp y col. (1985). Nosotros lo hemos encontrado también en los
vinos de las variedades tintas. Según Mihara y col. (1987) es uno de los compuestos que
tienen mayor influencia en el aroma del membrillo.
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Figura 19. Espectro de masas del 9-decenoato de etilo
También ha sido detectada la presencia de varios esteres metílicos, como el
octanoato de metilo, y dos esteres metílicos de elevado peso molecular, el
tetradecanoato de metilo (o miristato de metilo), y el hexadecanoato de metilo (o
palmitato de metilo). El tetradecanoato de metilo, ha sido también determinado en vinos
por Noble (1980). La identificación de estos compuestos se ha realizado porque es
característico el fragmento m/z 74, que se produce como consecuencia de la
transposición de McLafferty, que se da con frecuencia en los esteres metílicos, y en los
etílicos, aunque en este último caso dando lugar al fragmento de m/z 88. En la figura
20 se muestra el espectro de masas del uno de los esteres metílicos determinados en los
vinos estudiados y el proceso de transposición de McLafferty para dar lugar ion de m/z
74, característico de estos compuestos.
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Figura 20. Transposición de McLafferty y espectro de masas
del 9-decenoato de etilo
3.2 Validación del método de HS-SPME empleado para el análisis de
compuestos volátiles minoritarios.
El análisis de los compuestos mayoritarios en los vinos por inyección directa es
una técnica muy extendida y contrastada. No ocurre lo mismo, con el análisis de los
compuestos volátiles minoritarios de los vinos por HS-SPME. Hasta el momento, los
diversos estudios que hay, están basasdos principalmente en el análisis de las
condiciones de extracción y desorción de otro tipo de compuestos y en otras matrices.
Por tanto, es importante estudiar la validez del método de análisis propuesto. Para ello
en este apartado, se ha estudiado, el efecto de la matriz en la extracción de los
compuestos volátiles al espacio de cabeza, la precisión del método, los limites de
detección para cada compuesto, la linealidad y la recuperación.
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Según algunos autores (Yang y col., 1994; de la Calle, 1996; Prosen, 1999,
Abdel-Rehim, 2000), la adsorción de los distintos analitos a la fibra de SPME se ve
favorecida por el aumento de la fuerza iónica del medio. Es por esto, que en los análisis
de los compuestos volátiles con esta técnica, tanto a las soluciones de calibrado como a
los vinos, se ¡es ha añadido 2 g de NaCl, por cada 5 mL de muestra, es decir, una
concentración de saturación, para así favorecer la liberación de los compuestos volátiles
al espacio de cabeza.
El tiempo necesario para la completa desorción de todos los analitos retenidos en
la fibra, se ha evaluado realizando inyecciones en blanco, con la fibra localizada en el
inyector, una vez que se ha producido la inyección de la muestra. Se ha comprobado
que no se detecte ninguna impureza, y que la fibra esté completamente limpia. Se ha
estimado que el tiempo necesario para la completa desorción de una muestra es de al
menos 10 minutos.
La composición del espacio de cabeza del vial en el que la muestra está
depositada, depende de las proporciones relativas de los diferentes compuestos volátiles
que van a ser determinados. Por eso, es necesario comprobar la influencia del etanol, en
la adsorción de los diferentes compuestos a la fibra. La figura 21, muestra las relaciones
de las áreas relativas al patrón interno, frente a la concentración de dos de los
compuestos analizados, un éster, el acetato de butilo, y un alcohol, el l-hexanol. Como
puede observarse en la figura, el área relativa de cada uno de estos dos compuestos, es
mayor cuando están disueltos en agua (símbolos llenos), que cuando están disueltos en
una solución con 10 % de etanol (símbolos huecos). Por tanto, las soluciones de
calibrado fueron preparadas en etanol 10 %, que es la concentración habitual de los
vinos.
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Figura 21. Representación del área relativa respecto a la concentración de acetato de
butilo disuelto en agua (• ); acetato de butilo disuelto en 10% de etanol (G );
1-hexanol disuelto en agua (A); 1-hexanol disuelto en 10 % de etanol (A ).
Para evaluar la calidad del método de HS-SPME empleado en el análisis de
compuestos volátiles minoritarios, se consideraron una serie de parámetros
representativos de la calidad analitica, que fueron la precisión, el límite de detección, el
intervalo de linealidad, y la recuperación. Los resultados se muestran en las tablas 5 y 6.
3.2.1 Repetibilidad
La precisión es la dispersión de los distintos valores obtenidos al realizar una
serie de medidas repetitivas e independientes unas de otras con el mismo método, bajo
unas condiciones específicas. Cuantifica la variabilidad de los resultados analíticos en
función del operador, las manipulaciones inherentes al método y el medio ambiente del
laboratorio entre otros.
Las medidas de precisión son clasificadas en términos de posibles fuentes de
variabilidad: replicabilidad, repetibilidad y reproducibilidad. La repetibilidad se acepta
como una medida de la dispersión interna (una misma muestra analizada en el mismo
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laboratorio con el mismo equipamiento y con el mismo operador en un intervalo corto
de tiempo). Mide los denominados errores que son inevitables y se reflejan en las
fluctuaciones que son impredecibles que se presentan en el uso del método. Es
indicativo de la precisión máxima que se puede obtener con un cierto método.
Para evaluar la precisión del método analítico empleado, se determinó su
repetibilidad, mediante el análisis del espacio de cabeza de 5 mL de una solución de
patrones en etanol al 10 % de los distintos compuestos volátiles estudiados. El análisis
se realizó 4 veces en el mismo día y en las mismas condiciones que se detallan en el
apartado 2.2.2. La precisión del método se expresó como la desviación estándar relativa
(RSD) o coeficiente de variación (CV).
En la tabla 8 se muestra las desviaciones estándar relativas, o coefientes de
variación, que están comprendidos entre el 1,38 y 12,83 % siendo menores del 10 % en
11 de los 15 compuestos estudiados. El valor mayor corresponde al acetato de butilo, y
el menor a la y-butirolactona. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Vas y
col. (1998), que utilizando esta técnica encontraron para los 22 compuestos volátiles
responsables del aroma del vino, coeficientes de variación comprendidos entre 1 y 15
3.2.2 Límite de detección
El límite de detección se calculó siguiendo los criterios de la IUPAC, como tres
veces la señal correspondiente al ruido del sistema. Para determinar la señal producida
por el ruido del sistema, se realizaron siete análisis en blanco y se calculó la media
correspondiente al área del ruido. El límite de detección se calculó para cada uno de los
compuestos analizados, teniendo en cuenta las ecuaciones obtenidas del análisis de
regresión.
Los límites de detección, se muestran en la tabla 8. Se encuentran comprendidos
entre 0,002 mg/L para el decanoato de etilo, y 1,390 mg/L, para la y-butirolactona. Los
valores más bajos corresponden a los esteres, entre 0,002 y 0,084 mg/L, a continuación
los alcoholes, con límites de detección entre 0,152 y 0,490 mg/L, y los ácidos, entre
0,091 y 0,577 mg/L.
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Tabla 8. Repetibilidad y límite de detección del método de Microextracción en fase
sólida del espacio de cabeza (HS-SPME), empleado para el análisis de
compuestos volátiles minoritarios en vinos.
Compuestos
Esteres
Acetato de isobutilo
Butanoato de etilo
Acetato de butilo
Acetato de isopentilo
Hexanoato de etilo
Acetato de hexilo
Octanoato de etilo
Decanoato de etilo
Succinato de dietilo
Alcoholes
1 -hexanol
cis-3-hexen-l-o!
Ácidos grasos
Acido hexanoico
Ácido octanoico
Ácido decanoico
Otros compuestos
y-butirolactona
Repetibilidad
RSD (%)
7,63
6,14
12,83
9,89
11,39
12,71
4,53
2,33
6,36
8,73
10,41
3,14
6,73
7,39
1,38
Límite de detección
tesBA
0,049
0,033
0,055
0,017
0,007
0,006
0,003
0,002
0,084
0,152
0,490
0,577
0,095
0,091
1,39
3.2.3 Linealidad
La linealidad de un método se define como la capacidad de mantener invariable
la función de calibrado para el intervalo de concentraciones de trabajo.
El intervalo de Hnealidad se calculó para cada compuesto patrón en el rango de
concentraciones descrito en la tabla 9. Se hicieron curvas de calibrado con 5 puntos
cada una, con dos réplicas de la solución estándar. Para comprobar si la correlación
entre la concentración de la sustancia patrón estudiada y el área relativa al patrón
interno, se ajustaba a una función polinómica de primer orden, se llevó a cabo un test de
falta de ajuste (F-ratio for lack of fit). Cuando el resultado de la aplicación de este test
fue significativo, y por tanto no se trataba de una regresión lineal, se llevó a cabo el
ajuste a un polinomio de segundo grado. En la tabla 9, se muestran los distintos
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coeficientes (a, b, y c) obtenidos de la aplicación del análisis de regresión. Se muestran
además los valores correspondientes a los coeficientes de determinación (R2). Los R2,
fueron mayores de 0,900 en todos los casos, indicando que el ajuste era aceptable. En
esta tabla se muestran a su vez los intervalos de confianza al 95% para la pendiente, en
el caso de los compuestos que presentaban un ajuste lineal.
3.2.4 Recuperación
Para evaluar la recuperación del método de extracción empleado, se añadieron a
un vino cinco concentraciones diferentes de la solución de patrones en el rango indicado
en la tabla 10. El análisis de los vinos añadidos con las cinco concentraciones diferentes
se llevó a cabo por duplicado. La recuperación se calculó empleando la siguiente
expresión:
R= (Cantidad del compuesto A en el vino tras la adición- Cantidad del
compuesto A en el vino sin la adición)x 100 / cantidad del compuesto A añadida
En la tabla 10, se muestran los valores de recuperación obtenidos tras hacer la
media correspondiente a todos puntos del intervalo de concentraciones estudiadas, y
teniendo en cuenta los valores correspondientes a la recuperación en otras dos muestras
de vino diferentes, realizadas en las mismas condiciones. Los valores medios de
recuperación obtenidos están entre el 87 % para el acetato de hexilo, y 120 % para el
succinato de dietilo. La media de recuperación para todos los compuestos estudiados fue
de 97%.
Para evaluar los posibles errores sistemáticos causados por el hecho de que la
recta de calibrado obtenida con la solución de patrones en etanol 10 %, no tuviera la
misma pendiente que las funciones calculadas en las muestras añadidas, lo que querría
decir que hay un efecto matriz, se comprobó que las pendientes calculadas para todos
los compuestos en las muestras añadidas, estuvieran dentro del intervalo de confianza al
95 % calculado para la pendiente y que se muestra en la tabla 9. Como se recoge en la
tabla 10, en la mayoría de los compuestos estudiados no se encontraron diferencias
significativas entre las pendientes calculadas en los vinos añadidos, y con la solución
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de patrones. Únicamente para el acetato de butilo, acetato de isopentilo, y ácido
octanoico, se encontraron diferencias significativas.
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Tabla 9. Regresión polinómica {y = ax~ + bx + c) del área relativa frente a la concentración en la solución de calibrado.
Compuestos Rango
(mg/L)
Número de
puntos
IC
Esteres
Acetato de isobutilo
Butanoato de etilo
Acetato de butilo
Acetato de isopentilo
Hexanoato de etilo
Acetato de hexiío
Octanoato de etilo
Decanoato de etilo
Succinato de dietilo
Alcoholes
l-hexanol
O.s-3-hexen-l-ol
Ácidos grasos
Acido hexanoico
Ácido octanoico
Ácido decanoico
Otros compuestos
y-butirolactona
0-7.5
0-6.9
0-6.9
0-5.8
0-13.2
0-8.2
0-13.4
0-8.7
0-10.7
0-3.8
0-15.1
0-18.0
0-5.3
0-3.2
0-65.8
0.0032
0.0037
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
0.0377
ns
0
0
0
0
0
0
2
2
0
0
0
0
0
0
0
.0467
.0513
.0842
.2692
.7163
.7403
.6742
.3123
.0121
.0219
.0072
.0047
.0300
.0034
.0060
-0
-0
-0
-0
0.
0.
-0
1.
-0
0.
0.
0.
0.
0.
-0
.0081
.0054
.0214
.0329
1818
1467
.3174
4499
.0083
0021
0015
0006
0053
0152
.0022
0.967
0.958
0.979
0.992
0.959
0.963
0.993
0.938
0.900
0.926
0.945
0.936
0.934
0.966
0.961
10
10
10
10
10
10
10
9
10
9
9
10
10
10
10
0.074-0.094
0.250-0.288
0.595-0.837
0.621-0.859
2.493-2.855
1.783-2.842
0.009-0.015
0.016-0.027
0.006-0.009
0.004-0.006
0.023-0.036
0.005-0.007
R2, coeficiente de determinación;
IC, 95% intervalo de confianza para la pendiente en un modelo de primer órdencoñfidence interval fór the slope of fírst^order modél;
ns, no significativamente diferente de cero (p>0.05).
Tabla 10. Regresión polinómica (y = ax + bx + c) del área relativa frente a la concentración en la solución de calibrado.
Compuestos Rango a Número de
puntos
IC
Esteres
Acetato de isobutilo
Butanoato de etilo
Acetato de butilo
Acetato de isopentilo
Hexanoato de etilo
Acetato de hexilo
Octanoato de etilo
Decanoato de etilo
Succinato de dietilo
Alcoholes
1-hexanol
C/s-3-hexen-l-ol
Ácidos grasos
Acido hexanoico
Acido octanoico
Ácido decanoico
Otros compuestos
y-butirolactona
0-7.5
0-6.9
0-6.9
0-5.8
0-13.2
0-8.2
0-13.4
0-8.7
0-10.7
0-3.8
0-15.1
0-18.0
0-5.3
0-3.2
0-65.8
0.0032
0.0037
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
0.0377
ns
0.0467
0.0513
0.0842
0.2692
0.7163
0.7403
2.6742
2.3123
0.0121
0.0219
0.0072
0.0047
0.0300
0.0034
0.0060
-0.0081
-0.0054
-0.0214
-0.0329
0.1818
0.1467
-0.3174
1.4499
-0.0083
0.0021
0.0015
0.0006
0.0053
0.0152
-0.0022
0.967
0.958
0.979
0.992
0.959
0.963
0.993
0.938
0.900
0.926
0.945
0.936
0.934
0.966
0.961
10
10
10
10
10
10
10
9
10
9
9
10
10
10
10
0.074-0.094
0.250-0.288
0.595-0.837
0.621-0.859
2.493-2.855
1.783-2.842
0.009-0.015
0.016-0.027
0.006-0.009
0.004-0.006
0.023-0.036
0.005-0.007
MI
R , coeficiente de determinación;
IC, 95% intervalo de confianza para la pendiente en un modelo de primer ordenconfidence interval for the slope of first-order model;
ns, no significativamente diferente de cero (p>0;05).
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3.3. Identificación de los compuestos fenólicos de bajo peso molecular mediante
el empleo de cromatografía de líquidos de alta eficacia (HPLC) con un
detector de fotodiodos alineados y por acoplamiento con un detector de
espectrometría de masas.
Todos los compuestos fenólicos determinados en esta Memoria se han analizado
por HPLC en fase inversa, con detección por fotodiodos alineados (DAD) lo que ha
permitido obtener los espectros UV-VIS de todos los picos detectados. Para confirmar
la identidad de algunos compuestos, e intentar elucidar la estructura de otros que
aparecen en los cromatogramas de los vinos analizados, y que no fue posible
identificarlos por sus características espectrales o su identificación era dudosa, se llevó a
cabo el análisis de los mismos vinos por HPLC en fase inversa, con un sistema de
detección doble, detección UV-VIS con fotodiodos alineados y por espectrometría de
masas con ionización por electrospray. Las condiciones de análisis se describen en el
apartado 2.3.2. Este tipo de ionización permite la formación del ion molecular,
evitándose o al menos minimizándose la fragmentación del anaíito, por lo que resulta
una valiosa herramienta para el análisis cualitativo. Se ha llevado a cabo la ionización
en modo negativo, por lo que el ion molecular que se produce, tiene una relación
masa/carga o m/z, correspondiente al peso molecular de ese compuesto menos 1
electrón.
En la tabla 11, se relacionan los compuestos fenólicos de bajo peso molecular
identificados en los vinos analizados así como el sistema por el que se han detectado.
También se indica en la tabla si se ha dispuesto o no de sustancias patrón para poder
comparar los resultados obtenidos con los de las muestras problema y si la
identificación se ha llevado a cabo por comparación de los resultados con la
información existente en la bibliografía. En la misma tabla se indican los grupos de
vinos en los que se han detectado cada uno de los compuestos. En total se han
identificado en estos vinos, 33 compuestos fenólicos distintos. En la parte izquierda de
la tabla figura el número que le hemos asignado en los cromatogramas a los compuestos
fenólicos y que corresponde al orden de elucción de los mismos. En la figura 22, se
muestran a modo de ejemplo los cromatogramas correspondientes a uno de los vinos
espumosos elaborados con la variedad de uva blanca Parellada, y uno de los vinos
espumosos elaborados con la variedad de uva tinta Trepat.
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Tabla 11. Compuestos fenólicos identificados en los vinos. Se indica también si se dispuso de patrones o la identificación se ha
basado en la información bibliográfica así como el si se han detectado por DAD y/o MS y en qué vinos se han detectado.
1
3
5
7
14
16
15
17
18
19
4
6
8
10
12
13
23
24
29
30
31
32
COMPUESTO
Ácidos hidroxibenzoicos
Ácido gálico
Ácido protocatéquico
Ácido2-fiiranoico
Ácido p-hídrox ¡benzoico
Ácido vainíllico
Ácido siríngico
Ácidos hidroxicinámicos
Ácido trans-cafeico
Ácido cis-cafeico
Ácido trans-p-cumárico
Ácido cis-p-cumárico
Esteres hidroxicinámicos
cis-caftárico
trans-caftárico
cis-cutárico
trans -cutáneo
cis-fertárico
trans-fertárico
cis o trans-caferoil etil tartárico
cis o trans-caferoil etil tartárico
cis o trans-etil cafeato
cis o trans-etil cafeato
cis o trans-dictil furoil tartárico
cis o trans etil cumarato
Patrones Jnfbiba.
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
Detección
DAD MS
* *
* *
* *
•
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
• •
* *
* *
* *
Par
*
*
*
*
*
*
*
*
•
*
*
*
*
*
*
Vinos (variedad)
Tip Tre Man Gar
* * * *
• * * *
* * • #
* * * *
• * *
* * *
* * * *
*
* * • *
* * * *
* * * *
* * * *
* * * *
• * * *
• * • *
* * * *
* *
* *
* *
*
*
# * *: *
(N
Tabla 11. (continuación)
N°
22
27
28
33
2
9
26
II
20
21
25
Detección Vinos (variedad)
COMPUESTO Patrones infbib". DAD MS Par Tip Tre Mon Gar
Estilbenos
trans-glucósido de resveratrol
cis-glucósido de resveratrol
trans-resveratrol
cis-resveratrol
(*)
(*) (*) (*)
•
Otros compuestos no flavonoideos
Desconocido (derivado del furfural)
Tirosol
Triptofol
Compuestos flavonoideos
Catequina
2R,3R díhidroquercetina
2R,3R dihidrokempferol 3-o-p-D-
glucósido
Derivado del Iignanob
Par. vinos Parellada; Tip: vinos Tipus; Tre: vinos Trepat; Mon: vinos Monastrell; Gar: vinos Garnacha
DAD: Identificados mediante el empleo del detector de fotodiodos alineados;
MS: Identificados mediante el empleo del detector de espectrometría de masas.
(*): identificación tentativa
a : Identificados según los trabajos de Somers y col. (1987) y Badeshneider y Winterhalter (2001).
b: 2R, 2R-2,3 Dihidro-2-(4'-hidroxi-3'-metoxifenil)-3- (glucosilmetiI)-7-hidroxi-5-benzoftiranopropáñóL
(*)
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80
0.08 1
0.04
b)
80
Figura 22. Cromatogramas correspondientes al análisis de los compuestos
fenólicos de bajo peso molecular, en las condiciones descritas en
el apartado 2.3.1 de a) un vino espumo Trepat, y b) un vino
espumoso Parellada.
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En algunos compuestos identificados, se ha concrétalo el enantiómero de que se
trata, es decir se ha dado información de la orientación espacial de los sustituyentes, por
ejemplo en el caso de los picos 20 y 21. Esto ha sido posible poque nos hemos basado
para su identificación en los trabajos bibliográficos, que han empleado otras técnicas
como la resonancia magnética nuclear (RMN), que es la única técnica que permite
conocer la disposición espacial de los sustituyentes. Algunos de los compuestos que se
han identificado tienen la misma masa molecular, aunque sus espectros de ultravioleta
son diferentes, y eluyen a distintos tiempos de retención, por lo que probablemente son
isómeros conformad o nal es de un mismo compuesto, y por eso en la tabla 11, no se
especifica el isómero de que se trata. Este es el caso de los picos 23 y 24, que
corresponden al cis o trans caferoil etil tartárico o los picos 29 y 30, que serían el cis o
trans etilcafeato. Estos compuestos, así como los picos 20, 25, 31, y 32, no se han
descrito hasta el momento en vinos espumosos, y algunos de ellos se han descrito
recientemente en vinos tranquilos elaborados con la variedad Riesling, gracias al
empleo de novedosas técnicas analíticas (Baderschneider y Winterhalter, 2001).
3.3.1 Compuestos de los que se ha dispuesto de patrones comerciales
La identificación de los ácidos gálico y protocatéquico (pico 1 y pico 3), 2-
furanoico (pico 5), p-hidroxibenzoico (pico 7), tirasol (pico 9), catequina (pico 11),
ácido vainillínico (pico 14), ácido cafeico (pico 15), ácido siríngico (pico 16), ácidos cis
y trans p-cumárico (picos 18 y 19), triptofol (26), y trans-resveratrol (pico 28), cátese
realizó por comparación de las características cromatográficas y espectrales con las de
los correspondientes patrones comerciales. Con el empleo del detector de
espectrometría de masas, se confirmó la identidad de todos ellos.
Los ácidos vainillínico y siríngico, han sido analizados exclusivamente en los
vinos elaborados con variedades tintas y no en los obtenidos con variedades blancas.
Con el empleo del detector de espectrometría de masas, se ha podido corrobar la
presencia de estos compuestos. El ácido vainillínico, es la primera vez, que se ha
descrito en vinos espumosos, posiblemente debido a que este ácido es más abundante en
variedades tintas que en blancas, y no hay prácticamente trabajos en la bibliografía en
los que se determine la composición fenólica de vinos espumosos elaborados
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únicamente con variedades tintas. En la figura 23, se muestra el espectro de UV, y el de
MS, correspondiente a estos dos ácidos, en uno de los vinos analizados. En todos los
espectros de masas que se muestren aparecerá el ion molecular, correspondiente al peso
molecular del compuesto menos un electrón, ya que la ionización se produce en modo
negativo.
Betés-Saura y col. (1996), determinan por primera vez en vinos blancos
elaborados con variedades de uvas del Penedés los ácidos benzoicos, protocatéquico y
siríngico, sin embargo, no deterrminan ácido vainillínico en ninguno de los vinos que
analizan. Ibern-Gómez y col (2000), sin embargo, no analizan ácido siríngico, en los
vinos espumosos elaborados con estas mismas variedades. En los vinos objeto de
estudio, ef ácido vainillínico, y siríngico, únicamente se han encontrado en vinos
elaborados a partir de variedades tintas, mientras que el ácido protocatéquico, aparece
indistintamente en vinos elaborados con variedades blancas y tintas.
Compuesto y peso molecular (Pm) Espectro de UV Espectro de masas
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Figura 23. Estructura química, espectros de UV-vis y de masas, de los ácidos
vainillínico y siríngico, determinados en los vinos elaborados con
variedades tintas.
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Otro de ios compuestos que exclusivamente ha sido identificado en los vinos
espumosos elaborados con variedades de uvas tintas, es la catequina, que no se ha
determinado en los vinos elaborados con variedades blancas. Sin embargo, otros autores
han determinado este compuesto de tipo flavonoideo en los vinos base y espumosos
elaborados con variedades blancas del Penedés (Betés-Saura y col., 1996, Ibern-Gómez
y col., 2000).
3.3.2 Compuestos identificados por los parámetros espectrales clásicos y otros
parámetros descritos por Bartolomé y col. (1993).
Para comprobar la identidad de los ácidos cis y trans p-cutárico (picos 8 y 10),
trans-caftárico (pico 6), y trans-fertarico (pico 13), que tienen espectros de UV bastante
similares, los parámetros espectrales clásicos, posición de los máximos de las bandas
espectrales, relaciones entre los valores de absorbancia a distintas longitudes de onda, o
la obtención de funciones derivadas de los espectros, se pueden emplear para identificar
los compuestos derivados del ácido cumárico (cis y trans p-cutárico), sin embargo no
permiten la identificación entre derivados de los ácidos ferúlico y cafeico. Para la
identificación de estos compuestos se han empleado entonces otros parámetros
espectrales descritos por Bartolomé y col. (1993), el intervalo de convexidad, la
diferencia entre los puntos máximo y mínimo en la primera derivada de la curva
espectral, y la distancia mínimo-máximo, que corresponde a la diferencia entre el
máximo de la banda 3 del espectro y el máximo de la segunda derivada del espectro.
Estos parámetros han permitido identificar correctamente estos compuestos como se
pudo confirmar por espectrometría de masas.
3.3.3 Estilbenos
El cis-resveratrol se obtuvo por isomerización del trans-resveratrol exponiendo
una solución de este compuesto durante una hora a la luz ultravioleta (340 nm) lo que
permitió su identificación en los vinos. Los glucósidos trans y cis del resveratrol (picos
22 y 27) eluyen en un tiempo de retención menor que las formas libres (picos 28 y 33)
ya que son más hidrófilas. Su identificación se llevó a cabo por comparación de sus
espectros ultravioleta con los de las agliconas correspondientes.
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3.3.4 Compuestos fenólicos no descritos previamente en vinos espumosos.
Además del ácido vainillínico, que como se ha comentado anteriormente es la
primera vez que se describe en vinos espumosos elaborados con variedades tintas,
probablemente debido a que este compuesto es más abundante en estas variedades que
en las blancas, gracias al empleo de todos los métodos de identificación disponibles,
espectros UV-vis, información bibliográfica y especialmente el espectro de masas, se ha
podido identificar una serie de compuestos fenólicos derivados de los ácidos
hidroxicinámicos, que presentaban espectros de UV en algunos casos muy parecidos
entre sí. Estos compuestos son los dos isómeros del éster tartárico del ácido etilcafeíco o
caferoil etil tartárico (picos 23 y 24), los dos isómeros del ester etílico del ácido cafeico
o etilcafeato (picos 29 y 30), uno de los isómeros, cis o trans, del ester tartárico del
dietilferúlico o dietilferuloiltartárico (pico 31) y el ester etílico del ácido cumárico o
cumaroiletiltartárico (pico 32). Todo ellos se han descrito por primera vez en vinos
espumosos, y en vinos tranquilos han sido descritos exclusivamente en los elaborados
con la variedad de uva blanca Riesling (Somers 1987, y Badeshneider y Winterhalter
2001). El hecho de que todos estos compuestos derivados de ácidos hidroxicinámicos
presenten espectros de UV-Vis similares entre sí dificulta su identificación, y en estos
casos el detector de espectrometría de masas, ha resultado muy útil, ya que aunque los
espectros de UV-vis, puedan ser similares, los espectros de masas, son diferentes.
Basándonos en esto, y en la descripción bibliográfica de estos compuestos en los únicos
trabajos en los que han sido identificados, se ha podido elucidar su estructura en los
vinos estudiados. En la figura 24, se muestran los espectros de UV-vis tanto de los
ácidos hidroxicinámicos y esteres respectivos que han sido identificados en los vinos
espumosos, y que comúnmente aparecen en los vinos, como aquellos que hasta ahora no
se habían identificado en vinos espumosos. También se representa la estructura química
de cada compuesto junto con el peso molecular teórico.
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Figura 24. Estructura química, espectros de UV-vis y masas, de los ácidos
hidroxicinámicos y derivados de estos, determinados en los vinos
estudiados.
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Compuesto y peso molécula r (Ptti) Espectro de UV Espectro de masas
Ae- U-ÍMW-J -ciunál-fc»
Pm-IM
mu
800
6G0
400
:200
0
101
e
a«ol
s
250 300 360 400 450 nm 50 10U 1S0
Ae. cü-p -cuniírico
Pm-llH
100
80
80
4D
20
0
2ÍD 300 350 400 450 nn
10E
«80
5
i 4 0
«20
0
IUU
50 100 150
, D H
Ac. Trtns-cafcroiletUlartirfco
Pm-3-íO
250 300 350 W0 « 0 nrn 100 2D0 300
Ac. cis-ca
Pm°340
5
2.5-
0
-25
-5
-7.5
-10
•12.SI
250 300 36D 40D 450 rvn
1UG 2Uü 300
Figura 24. (Continuación)
134
Resultados y Discusión
Compuesto y peso molécula r (Pm) Espectro de UV Espectro de masas
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Además de los derivados hidroxicinámicos, se han determinado otros compuestos de
tipo rlavonoideo, que hasta el momento no se habían descrito en los vinos espumosos
Estos compuestos se corresponden con los picos 21, 20 y 25. El pico 21, corresponde al
hidroflavonol, 2R, 2S, dihidrokaempferol 3-o-p-D-glucósido. Aunque los fenoles
flavonoideos son cuantitativamente más importantes en los vinos de variedades tintas,
pueden aparecer en los vinos de variedades blancas. Nosotros, hemos encontrado este
compuesto en los vinos elaborados con la variedad blanca Parellada. Las características
espectrales, máximo de UV a 286 nm, y el espectro de MS, en el que aparece como ion
mayoritario el de relación m/z de 449, coinciden con el mismo compuesto descrito por
Badeshneider y Winterhalter (2001) en vinos de la variedad Riesling. En la figura 25,
se muestra el espectro de UV, y el de masas correspondiente a este compuesto
mA.Lt
I X - . J . L . l i . ^ L _ _
Figura 25. Espectro de UV-vis y de masas del compuesto identificado
como 2R, 3R, dihidrokaempferol 3-o-p-D-glucósido, de uno de
los vinos estudiados..
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Además de este último compuesto de tipo flavonoideo que se ha determinado
tanto en los vinos elaborados con variedades blancas como en tintas, los otros dos
nuevos compuestos de tipo flavonoide se han identificado exclusivamente en los vinos
elaborados con variedades tintas. Estos compuestos son la 2 R, 3R, dihidroquercetina
(pico 20), que ha sido determinada en los vinos elaborados con Monastrell y Garnacha,
y un compuesto que en la tabla 11 aparece identificado como derivado Iignano (pico 25)
en los vinos elaborados con las variedades Trepat y Garnacha. Este último, corresponde
al compuesto descrito por Badeshneider y Winterhalter (2001), como el 2R,2R-2,3-
dihidro-2-(4'-hidroxi-3'-metoxifenil)-3-(glucosilmetil)-7-hidroxi-5-
benzofuranopropanol. El espectro de UV y el de MS, de estos compuestos se muestran
en la figura 26. El hecho de que estos compuestos de tipo flavonoideo, hayan sido
determinados indistintamente en vinos elaborados con vinificación en blanco (Trepat y
Monastrell), y en rosado (Garnacha), querría decir que estos compuestos, que
normalmente se encuentran en las partes sólidas de la uva, como hollejos y pepitas, no
sólo difunden al mosto durante la maceración que se produce en el caso de la
vinificación en rosado, sino que la suave prensada a la que se someten las uvas seria
suficiente para extraer este tipo de compuestos, ya que se encuentran en los vinos que
no han estado sometidos a maceración. También algunos autores, (Bourzeix y col.,
1986; Ricardo da Silva y col., 1992) han comprobado que aunque algunos compuestos
flavonoideos, especialmente 3-flavanoles se localizan fundamentalmente dentro de la
baya de la uva, en las semillas, se han detectado también trazas de monómeros y
dímeros en la pulpa.
Cheyner y Rigaud (1986), observaron que el flavonol mayoritario que está
presente en hollejos de uvas tintas, es la quercetina-3-glucurónido. En los vinos
estudiados, sin embargo, no se ha determinado. Betés-Saura y col., (1996), confirman su
presencia en vinos procedentes de variedades blancas, con un detector de espectrometría
de masas, e Ibern-Gómez y col., (2000), cuantifícan este compuesto en vinos espumosos
elaborados con variedades blancas, aunque en muy baja concentración, de 0,08 a 0,09
mg/L. En ninguno de los vinos estudiados se ha podido confirmar la presencia de este
compuesto.
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250 300 350 400 450
Figura 26. Estructura química, espectros de UV-vis y masas de los compuestos
identificados como 2R,2S dihidroquercetina y 2R,2R-2,3-dih¡dro-2-
(4'-hidroxi-3'-metoxifenil)-3-(glucosilmetiI)-7-hidroxi-5-
benzofuranopropanol.
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3.4 Composición global de los vinos estudiados
Se denominan determinaciones de la composición global o determinaciones
convencionales a las que se realizan habitualmente en bodegas y laboratorios de control y
dan una información general de la composición de los vinos.
3.4.1 Composición global del vino base y de los vinos espumosos elaborados con
diferentes cepas de levadura y con adición o no de bentonita en la solución de
tiraje.
En la tabla 12, se muestran los datos de la composición global del vino base y de
los vinos espumosos de 40 días elaborados con las cepas de levadura ECl 118, IFI-473, EFI-
475, P-29 y J y con adición o no de bentonita en el licor de tiraje. Una descripción más
detallada de estos vinos aparece en el apartado 2.1.1 de Materiales y Métodos. Todos los
vinos fermentaron a sequedad. A los 20 días el grado alcohólico de los vinos oscilaba entre
10,1 y 10,4 (datos no presentados) y a los 40 días la fermentación había terminado en todos
los vinos y tenían de 10,4 a 10,7 grados alcohólicos. Los resultados indican que la
fermentación se desarrolló adecuadamente y que los vinos obtenidos tienen una
composición que se puede considerar normal en este tipo de vinos, siendo similares a los
reportados por Pueyo (1994) y Andrés-Lacueva (1996). Los resultados obtenidos se
encuentran en el rango que establece la Normativa vigente para este tipo de vinos
espumosos, No se observan diferencias en estos parámetros entre los vinos obtenidos con
cepas diferentes ni por el uso o no de bentonita en el licor de tiraje.
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Tabla 12. Composición global del vino base y de los vinos espumosos elaborados con distintas cepas de levadura y sin (s) o con (c) adición de
D
isc
us
ió
n
a
 do
s y
Re
su
lt
Grado alcohólico
Acidez volátil
(g ac. acético/L)
Acidez total
(g ac. tartárico/L)
pH
Azúcares reductores
(g glucosa/L)
Acido tartárico
(g/L)
SO2 total
(mg/L)
Polifenoles totales
(mg ac. gálico/L)
Intensidad del color
(A 420 nm+A 520
nm)
Vino
base
9,4
0,17
6,06
3,21
1,54
2,90
51,04
259,1
0,124
Cepa EC1118
s c
10,5
0,33
6,14
3,33
1,54
3,00
54,72
244,2
0,108
10,7
0,18
6,04
3,33
1,49
3,04
51,04
230,7
0,120
Cepa IFI-4 73
s c
10,4
0,23
6,09
3,35
1,59
2,90
51,04
238,5
0,114
10,7
0,22
5,97
3,34
1,48
3,02
51,04
247,7
0,108
Vinos espumosos
Cepa IFI-475
s c
10,5
0,26
6,08
3,37
1,31
3,05
54,23
247,7
0,110
10,6
0,27
6,04
3,35
1,52
3,04
57,42
258,4
0,119
Cepa
s
10,6
0,26
5,85
3,34
1,24
3,02
54,23
259,8
0,113
P-29
c
10,7
0,26
5,76
3,36
1,52
2,94
51,04
264J
0,103
Cepa J
s c
10,6
0,25
6,1
3,33
1,61
3,03
51,04
* M
0,119
10,7
0,28
5,85
3,34
0,97
2,97
54,23
264,1
0,109
Datos de 40 días, excepto * que es de 20 días; s= sin bentonita; c= con bentonita
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3.4.2 Composición global de los vinos espumosos de la variedad Pa relia da
procedentes de uvas de viñas sometidas a elevada explotación (vinos PAl y
PA2) y de uvas de viñas cultivadas según las prácticas tradicionales de la zona
del cava.
En la tabla 13 se muestran los resultados obtenidos de las determinaciones
realizadas en los vinos espumosos de 9 meses de envejecimiento, elaborados con la
variedad Parellada. Una descripción detallada de estos vinos se muestra en el apartado
2.1.2, de Materiales y Métodos.
Los valores obtenidos de la composición de estos vinos en los distintos análisis
realizados se encuentran en el rango de los establecidos en reglamentación de la
Denominación cava con excepción de la acidez total, en todos estos vinos, se encuentra
por debajo de lo establecido, que es como mínimo 5,5 a 9,8 g de ácido tartárico/L. La
acidez volátil, aunque se encuentra dentro de los valores normales de los vinos es menor en
los vinos Parellada B que en los vinos Parellada A.
Del resultado del análisis de los ácidos málico y láctico en estos vinos, se deduce
que en los vinos Al y A2 han realizado la fermentación maloláctica. Probablemente se
debe a que los vinos Atenían menos anhídrido sulfuroso (73,5 y 89 mg/L respectivamente)
que los A (139-164 mg/L). Esta puede ser la causa también de que la intensidad de color de
los vinos A sea mayor que la de los B, es decir, están mas oxidados.
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Tabla 13. Composición global de los vinos espumosos de 9 meses de envejecimiento elaborados con la variedad Parellada.
Parellada Al Parellada A2 Parellada Bl Parellada B2
10,9 10,7 10,4
0,34 0,11 0,15
3,54 3,49 3,79
3,15 3,14 3.08
aíMJ if i i viri^ni-n i IK I I
2,88 2,26 2,69
0,32 1,58 1,52
0,92 0,10 0,12
89 139 164
0,08 0,06 0,065 5
I
V :
ES'
Grado alcohólico (% v/v)
Acidez volátil (g ac. acético/L)
Acidez total (g ac. tartárico/L)
pH
Ácido tartárico (g/L)
Ácido L (-)-málico (g/L)
Ácido L (+)-láctico (g/L)
SO2 total (mg/L)
Intensidad de color (A420 + A 520)
10,9
0,33
3,19
3.22
2,7
0,06
1,13
73,5
0,09
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3.4.3 Composición global de los vinos espumosos elaborados con uvas de las
variedades tintas Trepat, Monastrell vinifícadas en blanco y con uvas de la
variedad Garnacha vinifícadas en rosado.
En la tabla 14 se muestran los resultados de las determinaciones analíticas
correspondientes a la composición global de los vinos base y de los vinos espumosos de 9
meses elaborados con las variedades Trepat, Monastrell y Garnacha. Las características de
elaboración de estos vinos se describen en el apartado 2.1.3 de Materiales y Métodos.
El grado alcohólico de los vinos base se encuentra comprendido entre 9,8 y 10,9.
Los vinos espumosos tras la segunda fermentación han aumentado algo más de 1,3 el grado
alcohólico, excepto en el vino espumoso elaborado con la variedad Garnacha en el que el
aumento fue algo menor, de 0,9 grados.
También en estos vinos todos los valores obtenidos en los distintos análisis de la
composición global realizados a los vinos base y a los vinos espumosos, se encuentran en
el rango de lo establecidos en la Reglamentación al respecto. Tan sólo el vino base y el
espumoso Monastrell 2, tienen una cantidad de sulfuroso total algo superior a la legalmente
establecida, que es menor a 170 mg/L.
Los vinos base de las variedades Trepat y Monastrell han realizado parcialmente la
fermentación maloláctica y los vinos espumosos de la variedad Trepat la completaron
posteriormente. Como era de esperar, el vino base y el espumoso elaborado con la variedad
Garnacha tienen más intensidad de color, ya que han sido vinifícados en rosado.
3.4.4 Composición global del vino base y los vinos espumosos denominados Tipus y
de los vinos de mezcla.
En la tabla 15, se puede observar que tanto los vinos Tipus como los vinos de
mezcla, tienen una composición global similar al resto de vinos estudiados, y todos los
valores están dentro de los normales para este tipo de vinos.
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Tabla 14. Composición global de los vinos base y de los vinos espumosos elaborados con las variedades de uvas tintas Trepat,
Monastrell y Garnacha.
Grado alcohólico
(% v/v)
Acidez volátil
(g ac. acético/L)
Acidez total
(g ac. tartárico/L)
pH
Ácido Tartárico (g/L)
Ácido L (-)-málico
(g/L)
Ácido L (+)-láctico
(g/L)
SO2 total (mg/L)
Intensidad del color
(A 420 nm+A 520
nm)
Trepat 1
V base
9,86
0,42
3,66
3,23
2,53
0,97
0,72
84,5
0,18
V esp
11,4
0,47
3,2
3,25
2,45
0,05
1,30
71
0,14
Trepat 2
V base
9,81
0,43
3,66
3,24
2,52
0,96
0,78
86
0,19
V esp
11,4
0,49
3,23
3,27
2,45
0,04
1,3
72,5
0,14
Monastrell 1
V base
10,96
0,49
3,77
3,22
1,81
1,38
0,06
249
0,26
Ves
12,33
0,59
3,68
3,22
1,9
0,77
0,71
209,5
0,16
Monastrell 2
Vbase
10,99
0,74
3,16
3,36
1J3
0,88
0,06
161,5
0,29
V esp
12,32
0,7
3,22
3,34
1,9
0,77
0,74
147
0,19
Garnacha
V base
10,69
0,21
5,1
3,05
-
Ul
-
60
0,83
V esp
11,66
0,21
5,0
3,07
-
1,00
-
44
0,67
V base: Vino base;V esp: Vino espumoso de 9 meses de envejecimiento.
Tabla 15. Composición global del vino base y de los vinos espumosos Tipus, así como de los vinos espumosos elaborados con mezclas
del vino Tipus y los vinos Trepat y Monastrell.
i
•a
I
s
I
Grado alcohólico
(% v/v)
Acidez volátil
(g ac. acético/L)
Acidez total
(g ac. tartárico/L)
pH
Ácido tartárico (g/L)
Ácido L (-) málico
(g/L)
Ácido L (+) láctico
(g/L)
SO2 total ( mg/L)
Intensidad del color
(A 420 nm+A 520
nm)
Tipus
Vbase
10,29
0,20
4,25
2,90
3,63
0,75
0,73
83
0,1
V9m
11,04
0,22
4,13
2,92
3,58
0,67
0,72
76
0,08
Trepat 1 50% Trepat 2 50% Monastrell 1 25% Monastrell 2 25%
V9m
11,48
0,34
3,8
3,06
2,93
0,92
0,83
74,5
0,11
V9m
11,59
0,32
3,75
3,06
2.81
0,69
0,81
72
0,11
V9m
11,7
0,28
3,93
2,99
2,98
0,82
0,55
107,5
0,10
V9m
H,7
0,33
3,82
3,02
2,98
0,58
0,75
87,5
0,11
Tipus: Vino Tipus (mezcla de variedades blancas); Trepat 1 50%: 50%Vino Trepat 1 y 50% vino Tipus; Trepat 2: 50% Vino Trepat 2 y 50%
vino Tipus; Monastrell 1 25%: Monastrell 1 25% y 75% vino Tipus; Monastrell 2 25%: 25% Monastrell 2 y 75% vino Tipus.
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3.5 Composición nitrogenada de los vinos base y espumosos.
En las tablas 16, 17, 18, 19 y 20, se muestran los valores correspondientes a los
distintos compuestos nitrogenados determinados en los vinos base y vinos espumosos
estudiados.
3.5.1 Composición nitrogenada del vino base y de los vinos espumosos elaborados
con diferentes cepas de levadura y con adición o no de bentonita en la solución
de tiraje.
En la tabla 16 se muestran los valores de concentración de los compuestos
nitrogenados estudiados (nitrógeno total, aminoácidos libres y proteínas), del vino base y de
los vinos espumosos elaborados con las diferentes cepas de levaduras, a lo largo del
envejecimiento, y con adición o no de bentonita en el licor de tiraje.
Martínez-Rodríguez (2000) comprobó, en estos mismos vinos, que el tiempo de
envejecimiento influía en la concentración de nitrógeno total, pero no la cepa de levadura
que se emplea en la segunda fermentación, ni la utilización o no de bentonita en el licor de
tiraje. La concentración de aminoácidos, en cambio, está influida significativamente tanto
por el tiempo de envejecimiento como por la cepa de levadura, pero no por la adición de
bentonita y la concentración de proteínas, está influida significativamente por las variables
bentonita y tiempo de envejecimiento pero no por la cepa de levadura.
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Tabla 16. Concentración de nitrógeno total, proteínas, y aminoácidos libres del
vino base y de los vinos espumosos elaborados con distintas cepas de
levadura y sin (s) o con adición de bentonita en la solución de tiraje.
Cepa
EC1118
IFI-473
IFM75
P-29
J
Tiempo
(días)
Vino Base
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
Nitrógeno total
(mg/L)
c
133,7
152
155
168,7
146,5
157,2
142,9
152,1
154
152,8
155,2
170,8
132,5
151
151,5
159,6
154,2
166,4
134,1
134,1
155,6
160,7
178
169,6
141,2
150,0
150,7
158,4
152,0
170,2
s
175,2
133,1
152,7
155,6
160,0
152,6
161,5
122,2
151
147,7
157,2
160,1
165,3
141,5
154,4
145,8
162,2
175,4
167,0
133,7
154,4
154,7
159,7
168,9
173
141,54
153,3
157,23
163,94
155,82
173,04
Aminoácidos libres
(mg Leu/L)
c
176,7
185,2
199,1
209
292,7
209,6
167,2
197,9
196,9
204,4
288,7
230,2
198,1
184,52
209,3
241,9
309,3
218,5
209,3
227,5
261,8
263,6
358,1
252,9
193,7
221,9
236,1
241,2
366,3
248,4
s
280,1
157,5
169,9
208,8
192,7
298,2
203,6
175
189,3
198,1
230,1
301,4
214,1
162,8
166,5
165
216,5
284,8
218,2
210,5
258,9
240,2
275,5
364,3
257,6
205,4
218
231,9
234,1
354,5
246,1
Proteínas
(mg
c
17,6
11
11,6
9,5
13,4
14,3
16,5
9,2
11
9,2
9,6
14,4
16,8
8,7
11,2
8,9
14,9
16,1
16,3
8,3
11,1
9,6
18,9
20,5
17,7
9,1
11,2
9,5
13,4
14,3
BSA/L)
s
15,7
16,2
15,7
12,2
10,6
24,1
24,7
19,0
10,4
12,4
10,4
22,9
23,3
17,4
15,0
11,7
11,3
18,7
19,5
18,8
14,6
11,5
10,4
22,7
21,4
20,9
12,3
12,2
8,5
21,4
22,2
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En la figura 27 se representa, la evolución del contenido de nitrógeno total en los
vinos analizados, agrupando en cada tiempo de envejecimiento, las distintas cepas de
levaduras, y los vinos con y sin bentonita. Como puede comprobarse, el nitrógeno total
disminuye durante los primeros 20 días de fermentación y aumenta posteriormente, y de
forma gradual, hasta los 365 días, en que alcanza valores muy próximos a los que
presentaba el vino base.
Nitrógeno total
180
170 -
160 -
150
140
130 -
120 -
110 -
100
VB V20d V40d V90d V180d V270d V365d
Figura 27. Concentración de nitrógeno total del vino basey de los vinos elaborados
con las diferentes cepas de levadura, y con adición o no de bentonita en
el licor de tiraje, durante la segunda fermentación y el envejecimiento.
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En la figura 28, se representa la evolución en el tiempo del contenido de
aminoácidos en los vinos elaborados con las diferentes cepas de levadura, agrupando a los
vinos elaborados con y sin adición bentonita, ya que esta variable no influye en la
concentración de estos compuestos. Se puede observar que durante los 20 primeros días de
fermentación, las levaduras consumen una parte de los aminoácidos libres presentes en el
vino base. Las cepas P-29 y J consumen en esta etapa menos aminoácidos que el resto de
las cepas. Entre los 20 y 40 días, se produce un pequeño aumento en la concentración de
aminoácidos libres. De los 40 a los 180 días, continúa produciéndose un aumento
progresivo de la concentración de aminoácidos en los vinos. Entre los 180 y 270 días se
observa un importante aumento de aminoácidos, alcanzándose a los 270 días, los valores
más altos de concentración. A partir de los 270 y hasta los 365 días, se produce un descenso
en la concentración de aminoácidos libres en todos los casos.
mg leu/L
400-
350-
300-
250
200 -
150 -
100
Aminoácidos libres
VB V20d V40d V90d V180d V270d V365d
EC-1118 •IFI-473 IFI-475 P-29
Figura 28. Concentración de aminoácidos libres del vino base y valor medio (±) la
desviación típica de los vinos elaborados con las diferentes cepas de
levadura durante la segunda fermentación y el envejecimiento.
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Todos los vinos elaborados con las cepas P29 y J, tienen mayor cantidad de
aminoácidos libres que los vinos elaborados con las cepas ECl 118, IFI-473 en IFI-475 que
son muy similares.
Como se comprobó en el análisis de varianza, la bentonita añadida en el licor de
tiraje, influye en la concentración de proteínas de los vinos. En la figura 29 se representa la
evolución en el tiempo, del contenido de proteínas, en los vinos elaborados con y sin
bentonita, agrupando los datos correspondientes a los vinos elaborados con distintas cepas
de levadura ya que como se ha comentado con anterioridad, esta no influye en su
concentración. La concentración de proteínas es menor en los vinos que se han elaborado
utilizando bentonita en la solución de tiraje En los vinos sin bentonita, el contenido de
proteínas aumentó, aunque en concentraciones variables, en los primeros 20 días.
Posteriormente, el contenido en proteínas fue disminuyendo hasta los 180 días de
envejecimiento. Entre los 180 y los 270 días se produjo un notable incremento en proteínas
que alcanzó concentraciones entre 19,7 a 24,7 mg BSA/ L. Finalmente, en el periodo
comprendido entre los 270 y los 365 días, se observó un ligero aumento de las proteínas en
todos los vinos.
La bentonita que se añade en el licor de tiraje, a pesar de encontrarse en
concentraciones muy bajas (aproximadamente 30 mg/L) adsorbe al menos parte de las
proteínas del vino. Las mayores diferencias entre el contenido de proteínas de los vinos
elaborados sin bentonita y los vinos elaborados con ella, corresponden a los vinos de 270 y
365 días.
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mgBSA/L Proteínas
30
25 -\
20
15
10
5
0
í
VB V20d V40d V90d V180d V270d V365d
Con bentonita •—Sin bentonita
Figura 29. Concentración de proteínas del vino base y valor medio (±)
desviación típica de los vinos elaborados con adición o no de
bentonita en el tiraje, durante la segunda fermentación y el
envejecimiento.
Martínez-Rodriguez (2000), explica los cambios globales observados en los
compuestos nitrogenados, durante la segunda fermentación y el envejecimiento en botella
de la siguiente forma: Durante los 20 primeros días después de la inoculación del vino con
las levaduras, se desarrolla la mayor parte de la segunda fermentación, y por tanto se
produce una disminución del contenido de nitrógeno total, coincidiendo con la etapa de
multiplicación celular, en la que las levaduras consumen compuestos nitrogenados,
fundamentalmente aminoácidos libres. Entre los 20 y 40 días tiene lugar el final de la
fermentación y se produce un incremento del contenido de nitrógeno total y una
disminución de las proteínas que podría deberse fundamentalmente a la insolubilización
que se produce con el aumento del grado alcohólico del vino. Entre los 40 y 90 días tiene
lugar un aumento de los aminoácidos en el vino. Este hecho, se debe a la existencia durante
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este periodo de actividad proteásica, que fundamentalmente actuaría sobre los péptidos del
vino, o bien, podría ser debido a un proceso de exorción pasiva de aminoácidos, que tendría
lugar como respuesta fisiológica a una falta de nutrientes. Este proceso tendría lugar en la
etapa final de este periodo, más cerca de los 90 días, en los que es muy probable que no
haya levaduras viables. Entre los 90 y 180 días se produce un nuevo incremento del
nitrógeno total, debido al aporte de aminoácidos y péptidos, por la autolisis de las
levaduras. Entre 180 y 270 días siguen aumentando los aminoácidos libres, producto de la
autolisis de las levaduras. El incremento de las proteínas en todos los vinos, evidencia la
presencia de poros de mayor tamaño en la pared celular de las levaduras, que permiten el
paso de estos compuestos al medio. Entre 270 y 365 días se observa un aumento de
nitrógeno total. La concentración de proteínas aumenta ligeramente. En cambio, se observa
una disminución global de los aminoácidos presentes en el vino. Diferentes autores han
señalado como causa de esta disminución las reacciones de descarboxilación y
desaminación de los aminoácidos y su participación en la formación de diferentes
compuestos (Perin y Llorca, 1974; Feuillat y Charpentier, 1982, Herraiz y col., 1993).
3.5.2 Composición nitrogenada de los vinos espumosos de la variedad Pare lia da
procedentes de uvas de viñas sometidas a elevada explotación (vinos PA1 y
PA2) y de uvas de viñas cultivadas según las prácticas tradicionales de la zona
delcava(PBlyPB2) .
En la tabla 17, se muestran los valores de concentración correspondientes a los
compuestos nitrogenados estudiados en los vinos espumosos Parellada durante el
envejecimiento. Los valores de nitrógeno total, se encuentran comprendidos entre 158,51 y
199, 41 mg/L. En la figura 30, se observa la evolución del contenido de nitrógeno durante
el envejecimiento. Los vinos PB1, PA1 y PA2, siguen un evolución parecida,
experimentando un aumento de concentración entre los 12 y 15 meses. El vino PB2
presenta un evolución diferente, experimentando un fuerte aumento de concentración a
partir de los 15 meses, hasta alcanzar 334,21 mg/L, que es el valor de concentración más
alto de todos los vinos analizados.
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Tabla 17. Concentración de nitrógeno total, aminoácidos Ubres y proteínas de los
vinos espumosos de la variedad Pareliada con distintos tiempos de
envejecimiento..
Vinos
Parellada Al
Pa reliada A2
Parellada Bl
Parellada B2
Tiempo
(meses)
9
12
15
18
9
12
15
18
9
12
15
18
9
12
15
18
Nitrógeno total
<mg/L)
165,4
158,4
175,6
174,5
161,2
160
178,9
178
164,9
163,2
178,5
182,8
179,1
173,1
170,5
199,4
Aminoácidos libres
(mg Leu/L)
435,5
442,8
240,4
290,1
412,9
364
253,5
279,5
373
342,2
229,3
272,2
416,9
378,1
256,9
334,2
Proteínas
(mg BSA/L)
3,2
4,5
5,7
5,6
8,8
8,1
5,6
4
2,3
5,5
5,2
4
3,8
5,8
4,4
4,7
53
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mg/L
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160
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Nitrógeno total
9rn 12 m 15m 18m
PB1 PB2 PA1 PA2
Figura 30.EvoIución del contenido de nitrógeno total durante el envejecimiento
en los vinos espumosos de la variedad Pa reliada
La concentración de aminoácidos libres se encuentra comprendida 229,32 y 442,88
mg/L. En la figura 31, se puede observar la evolución de estos compuestos durante el
envejecimiento. Todos los vinos espumosos estudiados, presentan una evolución similar, se
produce una disminución en la concentración hasta los 15 meses de envejecimiento, para
experimentar un ligero aumento hasta los 18 meses. Este pequeño aumento, podría deberse
a que se está produciendo el proceso de autolisis de las levaduras, y algunas enzimas del
interior cito plasmático, fundamentalmente peptidasas, están hidrolizando algunos péptidos
del vino, liberando aminoácidos, que se traduce en un aumento en la concentración.
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mg leu/L Aminoácidos libres
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0
9m 12 m 15 m 18m
PB1 PB2 PA1 PA2
Figura 31.Evolución del contenido de aminoácidos libres durante el envejecimiento
de los vinos espumosos de la variedad Parcllada.
La concentración de proteínas en estos vinos está comprendida entre 3,22 y 8,87 mg
BSA/L. Estos valores podrían considerarse bajos para un vino espumoso, aunque Pueyo
(1994), determinó valores de proteínas comprendidos entre 5,7 y 6,8 mg BSA/L en los
vinos base monovarietales Parelíada que analizó. Los vinos espumosos de 9 y 12 meses A2
tienen una mayor concentración de proteínas que el resto de los vinos.
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3.5.3 Composición nitrogenada de los vinos espumosos elaborados con uvas de las
variedades tintas Trepat, Monastrell vinifícadas en blanco y con uvas de la
variedad Garnacha vinifícadas en rosado.
En la tabla 18 se muestran los valores en mg/L, correspondientes a los distintos
compuestos nitrogenados analizados en los vinos base y espumosos elaborados con las
variedades Trepat y Monastrell de 9,12, 15 y 18 meses de envejecimiento. Debido a que en
los vinos de variedades tintas no se puede determinar el nitrógeno proteico por el método
de Bradford debido a la interferencia del color del vino, el nitrógeno proteico más el
peptídico, se ha calculado como la diferencia entre la cantidad de nitrógeno total y la del
nitrógeno correspondiente a los aminoácidos. En la tabla 18 se puede comprobar que la
concentración de compuestos nitrogenados es mayor en los vinos elaborados con la
variedad Trepat que con la variedad Monastrell. En la figura 32, se representa la evolución
del contenido de nitrógeno aminico en estos vinos. Se puede comprobar que a los 15 meses,
la concentración de nitrógeno aminico alcanza los mínimos valores, y a partir de este
momento y hasta los 18 meses empieza a aumentar, alcanzando los mayores valores en este
periodo. Esto podria estar indicando, que en estos vinos, el comienzo de la autolisis de las
levaduras, se produciría aproximadamente a partir de los 15 meses de envejecimiento. La
disminución observada en el nitrógeno aminico, durante todo el periodo de envejecimeinto
podria deberse a la adsorción de este tipo de compuestos a las paredes de las levaduras, esto
sería así hasta el inicio de la autolisis, en el que aumentaría la concentración, porque
enzimas hidrólitícas actuaran sobre péptidos del vino, por su liberación del interior
citoplásmático, o bien por la liberación de las paredes de las levaduras, como se ha descrito
que ocurre en otro tipo de compuestos, como algunos compuestos fenólicos, que aumentan
como consecuencia de la autolisis, al liberarse de las paredes a las que estaban adsorbidos
(Ibern-Gómez y col, 2000). También se ha descrito (Martínez-Rodriguez, 2000), la
posibilidad de que estos compuestos experimenten reacciones de decarboxilación y
desaminación para formar otros compuestos.
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Tabla 18. Concentración de nitrógeno total, aminoácidos libres y proteínas de los
vinos base y los vinos espumosos elaborados con las variedades tintas Trepat
y Monastrell.
Vinos
Trepat 1
Trepat 2
Monastrell 1
Monastrell 2
Tiempo
(meses)
V base
V esp:
9
12
15
18
V base
V esp:
9
12
15
1S
V base
V esp:
9
12
15
18
Vbase
Vesp:
9
12
15
18
Nitrógeno
total
(mg/L)
141,6
129,5
125,7
140,1
144,5
139,4
125,2
128,4
142,2
143,4
82
73
76,7
88,5
85,9
60,3
64,4
62,1
68,5
70
Nitrógeno
amínico
(mg/L)
29,3
30,3
26
19,2
23,4
29,8
30,2
28,5
14,2
23,6
19,2
18,3
16,3
11,4
17,5
13,2
147
13,6
8,6
8,6
Nitrógeno proteico +
Nitrógeno peptidico
(mg/L)
112,3
99,1
99,6
120,8
121
109,6
94,9
99,9
&
119,8
62,7
54,7
6Os4
77,1
68,4
47
47.6
48,5
59,8
58,1
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Figura 32.Concentración de nitrógeno amínico de los vinos base elaborados con
la variedad Trepat y Monastrell y evolución durante el
envejecimiento de los vinos espumosos.
En la tabla 19, se muestran los valores de los compuestos nitrogenados
correspondientes al vino base y a los vinos espumosos de 9 y 12 meses de envejecimiento
elaborados con la variedad Garnacha. La composición nitrogenada de estos vinos es
análoga a la de los vinos de la variedad Trepat.
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Tabla 19. Concentración de nitrógeno total, aminoácidos libres y nitrógeno
proteico más peptídico del vino base y de los vinos espumosos
elaborados con la variedad Garnacha.
Tiempo Nitrógeno total Nitrógeno Nitrógeno aminíco +
(meses) (mg/L) anímico Nitrógeno peptídico
ÍESÍLÍÍ (mg/L)
V base
9 m
12m
140,5
139,9
144
16
13,9
10,5
134
116,9
133,4
3.5.4 Composición nitrogenada del vino base y los vinos espumosos denominados
Tipus y de los vinos de mezcla.
En la tabla 20, se muestran los valores de la concentración en mg/L de los distintos
compuestos nitrogenados analizados en el vino Tipus, y en los vinos de mezcla. De nuevo
se observa, en el vino Tipus, al igual que en los vinos anteriormente analizados, una
disminución del nitrógeno total durante los primeros meses de envejecimeinto, y un
aumento a partir de los 12 meses, igual que le ocurre al nitrógeno proteico y peptídico, en el
que se alcanzan los máximos valores a los 15 meses. El nitrógeno amínico, al contrario
disminuye durante todo el envejecimiento, por lo que el aumento de nitrógeno total que se
observa se debe al aumento de nitrógeno peptídico y proteico, pero no debido a los
aminoácidos. La disminución del nitrógeno amínico se produce hasta los 15 meses, a partir
de aquí experimenta un aumento, que coincide además con los valores más altos de
nitrógeno proteico y peptídico. Este aumento en el nitrógeno amínico puede ser indicativo
de que se está produciendo la autolisis en estos vinos. En los vinos de mezcla, la tendencia
que se observa en este grupo de compuestos durante el envejecimeinto es la misma que en
el resto de los vinos estudiados, como se puede comprobar en la figura 33, se produce una
disminución del nitrógeno amínico hasta los 15 meses, y a partir de este momento se
incrementa de nuevo la concentración, coincidiendo posiblemente con el inicio de la
autolisis.
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Tabla 20.Concentración de nitrógeno total, aminoácidos libres y nitrógeno proteico
más peptídico del vino base y espumosos Tipus, así como de los vinos
espumosos elaborados con mezclas de este.
Vinos Tiempo
(meses)
V base
V esp:
9
Tipus 12
15
18
V esp:
9
Trepatl50% 12
15
18
Vesp:
9
Trepat2 50% 12
15
18
V esp:
9
Monastrell 1 25% 12
15
18
Vesp:
9
Monastrell 1 25% 12
15
18
Nitrógeno
total
(mg/L)
164,5
133,3
149,6
158,2
159,7
137,2
131,1
148,2
151,2
137,2
131,1
147,3
149,2
118,2
125,3
137,9
138,3
125,7
133,3
136,1
136,8
Nitrógeno
amínico
(mg/L)
36,5
28,4
31,4
15,3
22,5
31,7
24,8
17,2
19
29,1
25,1
13,6
19,9
24,2
23,4
15,2
19,8
24
22,8
15,2
17,1
Nitrógeno proteico +
Nitrógeno peptídico
(mg/L)
127,9
104,9
118,2
142,9
137,1
105,3
106,3
130,9
132,1
108
105,9
133,7
129,3
93,9
101,9
122,6
118,5
92,4
102,9
118,1
119,0
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Nitrógeno amínico
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Figura 33. Con cent ración de nitrógeno amínico de los vinos espumosos
elaborados con mezclas del Vino Típus y los vinos Trepat y
Monastrell, y evolución durante el envejecimiento.
161
Resultados y Discusión
162
Resultados y Discusión
3.6 Compuestos volátiles en vinos base y en vinos espumosos
3.6.1 Concentración de los compuestos volátiles en los vinos base
En las tablas de la 21 a Ja 32, se muestran los resultados de concentración
obtenidos del análisis de todos los compuestos volátiles, tanto por inyección directa
como con etapa previa de extracción y concentración, en los vinos base y en los vinos
espumosos estudiados.
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Tabla 21. Concentración de esteres (mg/L) en el vino base, y en los vinos espumosos elaborados con las distintas
cepas de levadura y sin adición de bentonita.
Vino base
Vinos
espumosos:
20
40
90
180
270
365
20
40
£0
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
Acetato de
etilo
34,43
19,15
35,51
40,26
35,21
29,52
21,85
25,85
28,41
36,43
26,80
30,62
26,70
24,39
35,32
33,65
23,65
32,81
24,57
24,07
36,30
42,97
20,63
29,46
33,17
26,86
28,82
28,43
22,89
26,72
29,51
Acetato de
isobutilo
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
ESTERES
Acetato de
butilo
n.d.
Cepa EC1118
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Cepa IFI-473
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Cepa IFI-475
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Cepa P-29
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
CepaJ
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Acetato de
isopentilo
1,05
0,62
1,09
0,99
0,54
0,36
0,48
0,63
0,78
1,11
0,54
0,42
0,51
0,61
0,79
1,18
0,58
0,43
0,51
0,79
0,65
1,01
0,44
0,35
0,52
0,63
0,77
0,88
0,54
0,31
0,46
Acetato de
hexilo
0,15
0,12
0,13
0,13
0,10
0,09
n.d.
0,11
0,12
0,13
0,10
0,09
0,01
0,11
0,12
0,13
0,10
0,09
n.d.
0,12
0,11
0,13
0,10
0,09
n.d.
0,12
0,11
0,11
0,10
0,09
0,02
Suma de
acetatos
35,63
19,89
36,73
41.38
35,85
29,97
22,33
26,59
29,31
37,67
27,44
31,13
27.22
25.11
36.23
34.96
24,33
33,33
25,08
24.98
37,06
44,11
21.17
29,90
33,69
27,61
29.70
29.42
23.53
27,12
29,99
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Tabla 21. (Continuación).
Vino base
Vinos
espumosos:
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40,
90
180
270
365
Butano de
etilo
0,22
0,13
0,25
0,23
0,27
0,28
n.d.
0,12
0,15
0,30
0,27
0,30
0,00
0,15
0,20
0,35
0,30
0,32
n.d.
0,18
0,17
0,28
0,24
0,23
n.d.
0,11
0,18
0,26
0,27
0,24
n.d.
ESTERES
Octanoato de Decanoato
etilo de etilo
1,47
Cepa EC1118
uo
1,80
1,39
0,87
0,23
0,18
Cepa IFI-473
1,37
1,44
1,40
0,90
0,25
0,16
Cepa IFI-475
1,27
U37
1,54
1,00
0,20
0,12
Cepa P-29
1,49
0,96
1,24
0,86
0,19
Ó}19
CepaJ
1,43
0,2f
0,3?
1,05
0,18
0,34
0,52
0,22
0,48
0,13
n.d.
n.d.
0,10
0,42
0,23
0,05
0.00
0,00
0,09
0,30
0,14
0,15
n.d.
n.d.
0,02
0,45
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
0,01
0,22
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
0,06
Succinato de
dietilo
1,15
4,56
4,60
2,23
2,56
1,94
2,00
2,37
0,78
0,19
0,16
1,97
1,25
2,45
1,85
0,43
0,53
1,39
1,22
4,38
2,39
0,19
0,65
2,01
1,43
2,25
0,18
0,37
0,84
1,89
1,85
Suma de esteres
etílicos
3,36
•6,21
7,13
3,98
3,70
2,45
2,28
4.28
2,60
Un
1,33
2,52
\M
4,17
3,56
2,47
1,83
U91
1,36
6,50
3,52
1,71
1,75
2,43
hm
4M
0,65
1,00
2.16
Í¿1
•2,25
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Tabla 22. Concentración de alcoholes (mg/L) en el vino base y en los vinos espumosos elaborados
con las distíntas cepas de levaduras, y sin adición de bentonita.
ALCOHOLES
1 -Propanol Isobutanol
Vino base
Vinos
espumosos:
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
25,36
32,82
39,84
40,74
33,75
35,00
31,09
34,55
34,28
30,71
37,33
36,41
33,58
35,84
39,49
34,21
34,17
37,06
35,11
32,83
39,48
39,11
36,82
39,25
39,64
33,11
32,98
31,94
34,56
33,98
41,37
14,58
18,35
19,47
21,37
19,84
19,03
14,05
17,81
19,93
18,05
20,17
20,72
17,22
20,17
23,72
19,38
19,39
21,76
17,39
17,48
21,71
20,38
16,81
20,24
17,92
19,60
17,93
18,28
19,78
18,76
19,80
2+3-metil-
1 -butanol
103,66
Suma alch,
superiores
143,60
CepaEC1118
127,54
153,03
149,50
146,90
145,01
136,39
Cepa
141,99
139,42
136,71
149,88
151,02
148,12
178,71
212,34
211,61
200,49
199,04
181,53
194,35
193,63
185,47
207,38
208,15
198,92
Cepa IFI-475
141,98
156,68
149,97
138,06
155,62
146,72
197,99
219,89
203,56
191,62
214,44
199,22
Cepa P-29
128,93
153,52
159,29
142,57
153,97
163,51
179,24
214,71
218,78
196,20
213,46
221,07
Cepa J
138,47
130,71
126,71
154,01
138,05
160,64
191,18
181,62
176,93
208,35
190,79
221,81
Metano I
24,70
35,08
39,42
31,88
28,72
25,57
43,83
34,91
30,37
18,85
33,82
30,08
35,87
28,50
36,08
37,16
23,38
33,87
42,50
28,74
31,42
32,25
28,38
43,15
47,92
31,87
28,28
23,23
29,56
33,58
48,22
1 -hexanol
1,07
1,06
1,01
1,15
1,32
1,54
0,63
1,00
1,05
1,23
1,33
1,60
0,55
1,14
1,09
1,39
1,47
1,43
0,74
1,11
1,01
1,08
1,37
1,52
0,82
1,05
1,17
1,16
1,50
1,60
0,76
Cis-3-
hexen-1-ol
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
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Tabla 23. Concentración de ácidos grasos (mg/L) y otros compuestos volátiles en el vino
base, y en los vinos espumosos elaborados con las diferentes cepas de levaduras, y
sin adición de bentonita.
Vino base
Vinos
espumosos
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
ÁCIDOS GRASOS
Acido
hexanoico
7,65
7,48
7,20
7,85
9,93
9,07
9,76
7,45
7,94
8,02
7,81
9,19
8,77
8,67
7,74
9,08
8,87
8,06
9,15
8,43
7,10
7,34
8,67
9,14
9,35
7,51
8,36
7,76
9,12
9,63
10,52
Acido
octanoico
4,95
4,60
4,60
4,98
4,91
6,08
4,15
4,49
5,26
4,84
4,67
6,20
2,64
6,19
4,46
6,80
6,77
5,10
2,86
6,14
3,72
4,08
6,66
6,59
2,53
4,04
5,14
4,77
6,28
6,58
3,73
Acido Suma de
decanoico ácidos
2,06
1,46
1,56
1,39
0,95
0,57
0,41
L44
1,59
1,24
1,09
0,54
0,47
1,86
i,27
1,80
1,35
0,48
0,08
2,10
1,22
1,05
1,37
0,62
0,40
1,21
0,51
0,51
1,16
0,54
0,70
grasos
14,66
Cepí*EC1118
13,54
13,36
14,22
15,79
15,72
14,32
Cepa IFI-473
13,38
14,79
14,10
13,57
15,93
11,88
Cepa IFI-475
16,72
13,47
17.68
16.99
13,64
12,09
Cepa P-29
16,67
12,04
12,47
16,70
16,35
12,28
Cepa J
12,76
14,01
13,04
16,56
16,75
14,95
OTROS
Aceta 1-
dehído
36,37
60,44
72,50
75,70
50,00
52,49
31,03
67,06
58,68
52,49
56,84
59,75
28,66
60,32
69,71
63,60
53,40
57,90
31,00
64,31
75,60
71,52
94,16
75,21
33,35
70,98
71,01
56,49
51,32
51,21
33,02
COMPUESTOS
y-butiro
lactona
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
TR=35,5
0,13
0,24
0,15
0,18
0,17
0,28
0,10
0,17
0,20
0,24
0,18
0,27
0,06
0.24
0,24
0,22
0,24
0,34
0,07
0,23
0,20
0.20
0,27
0,29
0,09
0,17
0,20
0,20
0,30
0,29
0,09
167
Resultados y Discusión
Tabla 24. Concentración de esteres (mg/L) en el vino base, y en los vinos espumosos elaborados con
las distintas cepas de levadura y con adición de bentonita.
Vino base
Vinos
espumosos:
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
Acetato de
etilo
34,43
20,09
21,22
33,40
35,96
27,18
25,38
28,35
27,65
34,84
29,68
24,48
28,26
27,14
40,77
38,38
33,41
30,39
24,19
29,28
39,92
37,95
22,33
32,69
19,26
25,26
30,51
31,00
28,39
25,10
29,65
Acetato de
isobutilo
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
ESTERES
Acetato de
butilo
n.d.
CepaEC1118
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Cepa IFI-473
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Cepa IFI-475
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Cepa P-29
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Cepa J
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Acetato de
isopentilo
1,05
0,85
0,51
1,06
0,56
0,40
0,51
0,57
0,72
0,94
0,45
0,39
0,54
0,55
0,98
1,01
0,42
0,36
0,52
0,66
0,95
1,09
0,39
0,42
0,48
0,52
0,90
1,08
0,54
0,39
0,47
Acetato de
hexilo
0,15
0,12
0,11
0,13
0,10
0,09
n.d.
0,11
0,12
0,12
0,10
0,09
0,01
0,11
0,11
0,13
0,10
0,09
n.d.
0,11
0,11
0,13
0,10
0,09
n.d.
0,11
0,11
0,11
0,10
0,09
n.d.
Suma de
acetatos
35,63
21,06
21,84
34,59
36,62
27,67
25,89
29.03
28,49
35,90
30,23
24,96
28,81
27,80
41,86
39,52
33,93
30,84
24,71
30,05
40,98
39,17
22,82
33,20
19,74
25,89
31,52
32,19
29.03
25,58
30,12
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Tabla 24. (continuación)
Vino base
Vinos
espumosos:
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
Butano de
etilo
0,22
0,18
0,12
0,24
0,30
0,31
n.d.
0,12
0,19
0,27
0,29
0,30
n.d.
0,12
0,25
0,28
0,23
0,24
n.d.
0,17
0,23
0,31
0,21
0,32
n.d.
0,13
0,20
0,31
0,28
0,27
n.d.
ESTERES
Octanoato de Decanoato
etilo de etilo
1,47
Cepa EC1118
1,06
1,04
1,55
0,83
0,22
1,74
Cepa IFI-473
1,20
1,38
1,13
0,75
0,25
0,67
Cepa IFI-475
0,95
0,37
1,48
0,95
0,24
0.04
Cepa P-29
1,00
0,39
1,38
0,41
0,20
0,38
Cepa J
0.98
0,39
0,35
0,92
0,20
0,27
0,52
0,06
0,13
0,10
n.d.
n.d.
0,38
0,18
0,12
n.d
n:d.
n.d.
0,11
0,07
n.d.
0,08
n,d.
n.d.
0,01
0,06
n.d.
0,07
n,d.
n.d.
0,07
0,01
n.d
0,01
n.d.
n.d.
0,01
Succinato de
dietilo
1,15
2,77
2,96
0,73
0,77
0,70
2,97
3,00
1,56
0,15
0,22
1,98
1,55
1,59
n.d.
0,28
0,70
1,59
1,84
2,56
4,78
0,35
0.01
1,90
2,82
3,34
0,11
0,01
0,80
2,10
1,42
Suma de esteres
etílicos
3,36
4,04
4,25
2,62
1,90
1,23
5,09
4,50
3,25
1,55
1.26
2,53
2,33
2,73
0,62
2,12
1,88
2,07
1,89
3,79
5,40
2,11
0.63
2,42
3,27
4,46
0,70
0,68
2,00
2,57
1,70
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Tabla 25. Concentración de alcoholes (mg/L) en el vino base y en los vinos espumosos elaborados
con las distintas cepas de levaduras, y con adición de bentonita.
Vino base
Vinos
espumosos:
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
1 -Propanol
25,36
28,34
36,78
41,52
36,55
34,29
37,32
35,30
34,35
36,92
35,10
32,56
35,62
34,95
37,47
33,73
36,91
34,65
35,34
39,98
36,92
33,77
24,20
36,21
33,25
35,54
35,01
34,30
34,53
29,12
43,35
Isobutanol
14,58
14,68
20,12
25,38
19,34
18,72
17,06
20,15
17,95
22,02
20,64
19,02
16,82
20,81
20,85
20,78
22,03
18,02
17,04
22,87
22,43
20,00
12,51
20,23
14,36
17,30
18,77
18,65
18,61
16,57
19,82
ALCOHOLES
2+3-metil-
I -butanol
103,66
Cepa
110,44
145,81
150,28
151,49
134,52
141.16
Cepa
146,23
134,35
154,87
144,49
131,05
145,28
Cepa
149,67
153,10
146,38
162,64
143,97
142,50
Suma alch.
superiores
143,6
EC1118
153,46
202,71
217,18
207,38
187,53
195,54
IFI-473
201,68
186,65
213,81
200,23
182,63
197,72
IFI-475
204,43
211,42
200,89
221,58
196,64
194,88
Cepa P-29
151,68
153,16
142,42
93,92
151,42
129,52
214,53
212,51
196,19
130,63
207,86
177,13
Cepa J
142,48
137,86
135,14
140,86
119,09
147,92
195,32
191,64
188,09
194,00
164,78
211,09
Metanol
24,70
24,71
29,02
33,07
29,72
36,10
40,52
38,72
28,84
22,60
23,38
26,71
43,36
36,50
34,38
28,41
27,10
35,06
37,73
31,08
25,14
23,36
12,33
33,63
35,45
24,64
28,43
24,18
24,29
28,79
56,99
1 -hexanol
1,07
1,21
1,07
1,18
1,36
1,45
0,59
1,09
1,08
1,28
1,45
1,49
0,86
1,10
1,08
1,21
1,38
1,42
0,93
1,04
1,13
1,26
1,33
1,56
0,50
1,11
1,14
1,26
1,49
1,71
0,82
Cis-3-
hexen-1-ol
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
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Tabla 26. Concentración de ácidos grasos (mg/L) y otros compuestos volátiles en el vino base, y en los
vinos espumosos fermentados con las distintas cepas de levaduras y con adición de
bentonita.
Vino base
Vinos
espumosos
20
40
90
ISO
270
365
20
40
90
180
270
3:65
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
Í8Ó
270
365
Acido
hexanoico
7,65
7,89
7,98
8,21
10,25
8,63
9,48
6,96
7,63
8,88
8,45
8,88
9,80
9,09
7,25
8,52
8,57
8,56
9,89
7.77
8,42
8,33
8,01
8,95
9,75
7,63
8,02
8,01
8,41
9,44
10,00
ÁCIDOS
Acido
octano ico
4,95
5,32
5,13
5,25
5,70
5,42
5,80
4,74
4,61
6,15
5,28
6,24
4,83
4,98
3,33
5,44
6,87
5,13
2,50
4,48
5,23
5,41
6,59
6,06
6,12
4,45
4,99
5,30
5,53
7,04
2,37
Acido
decanoico
2,06
CepaEC1118
1,54
1,29
1,20
1,28
0,57
1,75
Cepa IFI-473
1,47
1,48
1,65
1,05
0,53
0,63
Cepa IFI-475
1,11
0,39
1,20
1,58
0,55
0,08
Cepa P-29
1,21
0,51
1,36
2,01
0,55
0,46
Cepa J
1,14
0,53
0,51
1,04
0,58
0,05
Suma de
ácidos
grasos
14,66
14,75
14,40
14,66
17,23
14,62
17,03
13,17
13,72
16,68
14,78
15,65
15,26
15,18
10,97
15,16
17,02
14,24
12,47
13,46
14,16
15,10
16,61
15,56
16,33
13,22
13,54
13,82
14,98
17,06
12,42
OTROS
Acetal-
dehído
36,37
46,09
65,54
80,18
57,33
47,54
35,34
72,07
73,05
50,50
72,71
47.70
30,82
69,19
69,96
49,30
56,84
51,95
28,58
78,08
69,55
59,18
33,38
59,06
25,12
67,98
57,94
61,05
55,16
46,51
33,52
COMPUESTOS
y-butiro
lactona
itd.
n.&
ii.d.
n.d.
ad.
n.d.
n.d
n.d.
n.d.
ú.á.
n.d.
n.d.
ri.d.
n.d.
n.d.
ñ.d.
n.d
n.d.
n,d.
n.d.
n.á.
nA.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
itd.
á á
n.4
n.d.
n.d.
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Tabla 27. Concentración de esteres (mg/L) en los vinos espumosos Parellada.
Vinos
espumosos:
9m
12m
15 m
18m
9m
12 m
15m
18m
9m
12 m
15 m
18m
9m
12 m
15 m
18 m
Acetato de
etilo
19,83
21,18
18,92
25,88
22,43
21,56
23,28
24,22
12,86
46,37
49,65
54,91
25,10
47,95
46,10
52,00
ESTERES
Acetato de Acetato de
isobutilo butilo
PB1
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
PB2
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
PA1
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
PA2
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Acetato de
isopentilo
0,38
0,36
0,55
0,60
0,61
0,31
0,26
0,23
0,19
0,18
0,22
0,33
0,10
0,15
0,09
0,05
Acetato de
hexilo
0,04
0,03
0,07
0,04
0,04
0,03
0,02
0,019
0,01
0,01
0.009
0,007
0.01
0.01
0.007
0.005
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Tabla 27. (Continuación)
Vinos
espumosos
9m
12 m
15 m
18 m
9m
12m
15m
18m
9m
12 m
15 m
18 m
9m
12 m
15 m
18 m
Butanoato
de etilo
0,23
0,64
0,49
0,68
0,41
0,39
0,41
0,24
0,13
0,08
0,30
0,49
0,28
0,00
0.00
0,00
Hexanoato
de etilo
0,60
0,75
1,29
0,80
1,33
1,11
1,48
1,32
0,68
0,73
0,93
1,12
0,65
1,18
0,74
0,73
ESTERES
Octanoato
de etilo
Parellada Bl
1,63
1,15
1,91
1,27
Parellada B2
0,47
0,29
0,16
0,16
Parellada Al
1,26
0,85
0,49
0,48
Parellada A2
1,23
1,30
0,98
0,80
Decanoato
de etilo
0,67
0,59
0,34
0,23
0,12
0,08
0,03
0,03
0,38
0,24
0,15
0,10
0,39
0,39
0,26
0,17
Succinato
de dietilo
14,42
18,9
7,58
8,40
6,18
12,95
4,74
5,72
8,18
13,08
3,65
4,10
18,15
18,23
8,79
3,44
Lactato
de etilo
27,44
45,04
29,92
84,08
24,98
25,52
32,29
43,79
133,32
153.23
161,89
150,05
95,86
110.29
157,74
118,83
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Tabla 28. Concentración de alcoholes
Vinos
espumosos:
9m
12m
15 m
18 m
9rn
12 m
15 m
18 m
9m
12m
15 m
18 m
9m
42 m
45 m
18m
1 -Propanol
17,38
19,37
18,85
21,62
16,45
18,24
16,71
23,26
24,35
27,05
26,27
32,57
23.19
23,51
25,14
25,90
Isobutanol
24,55
26,54
26,20
26,38
26,11
26,13
28,08
30,26
52,98
60,66
66,04
69,83
57,56
62,34
63,05
61,54
(mg/L) en los vinos espumosos Pareliada
ALCOHOLES
2-metil-l- 3-metil-l-
butanol butanol
Pyreliada Bl
22,77
26,81
26,79
13,87
Parchada
24,43
27,18
31,45
26,16
129,50
138,09
140,23
61,21
B2
143,66
142,78
151,41
132,40
Pa reliada Al
19,83
22,64
24,81
20,21
Pa reliada
22,94
23,5
24,75
18,46
99,20
111,22
117,52
105,47
A2
106,93
111,85
110,88
104,87
Metanol
28,55
23,50
27,56
41,48
33,85
25,23
28,34
31,24
38,87
39,31
42,82
45,85
32,60
33,25
47,73
40,82
l-hexanol
0,577
0,73
1,66
2,15
2,14
2,26
2,32
2,14
0,68
0,80
1,82
1,96
0,58
0,86
0,64
0,62
Cis-3-
hexen-1-ol
0,58
0,44
0,62
1,18
1,72
2,09
1,60
1,20
0,63
0,71
0.65
0,65
0.15
0.16
0.13
0.31
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Tabla 29. Concentración de ácidos grasos y otros compuestos volátiles (mg/L) en ios vinos
espumosos Pareliada.
Vinos
espumosos:
9m
12m
15m
18m
9m
12m
15m
18 m
9m
12m
15 m
18m
9m
12 m
15 m
18m
Ácroos
Acido
hexanoico
3,94
9,16
7,60
13,49
6,65
17,46
6,70
12,13
2,28
3,13
5,10
4,64
4,27
4,53
5,03
1,79
GRASOS
Acido
octanoico
12,54
22,82
8,58
12,93
9,27
14,23
9,21
10,38
4,85
6,08
9,58
12,73
9,09
12,38
13,06
16,65
Acido
decanoico
Parellada Bl
1,98
2,74
1,33
3,01
Parellada B2
2,34
4,55
1,62
1,97
Parellada Al
0,86
1,06
1,27
1,15
Parellada A2
1,16
1,43
1,43
1,02
OTROS COMPUESTOS
Aceta Ideh ido
39,44
65,17
76,79
53,80
69,32
71,86
86,11
92,91
36,41
36,66
37,70
44,27
32,89
51,87
38,57
50,29
y-Butirolactona
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
iLd.
n.d.
n.d.
n.d.
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Tabla 30. Concentración de esteres (mg/L) en los vinos base y espumosos elaborados
con las variedades de uvas tintas Trepat, Monastrell y Garnacha.
ESTERES
Vinos
Acetato de
etilo
Acetato de
isobutilo
Acetato de
butilo
Trepat 1
Acetato de
i sopen ti lo
Acetato de
hexilo
Vino base
9m
12m
15 m
18m
Vino base
9m
12 m
15 m
18m
Vino base
9m
12 m
15 m
18 m
Vino base
9m
12 m
15 m
18 m
Vino base
9m
12 m
49,77
50,50
49,77
59,27
67,60
52,38
28,18
52,38
59,92
58,03
49,91
46,59
49,91
69,61
76,13
33,32
61,92
33,32
83,83
84,11
32,37
37,64
76,79
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Trepat 2
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Monastrell 1
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Monastrell 2
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Garnacha
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
ñ.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n>d.
n.d.
n.d.
n.d.
1,68
0,63
0,63
0,10
0,08
1,41
0,68
0,25
0,22
0,19
0,22
0,12
0,14
0,13
0,11
0,26
0,16
0,16
0,19
0,14
2,83
2,32
2,57
0,14
0,012
0,014
0,003
0,002
0,08
0,016
0,007
0,005
0,004
0,004
0,002
0,002
0,002
0,001
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
0,002
0,88
0,86
0,70
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Tabla 30. (Continuación)
ESTERES
Vinos
Butanoato Hexanoato
de etilo de etilo
Octanoato
de etilo
Trepat 1
Decanoato
de etilo
Succinato
de dictilo
Lactato
de etilo
Vino base
9m
12 m
15 m
18m
Vino base
9m
12 m
15m
18 m
Vino base
9m
12 m
15 m
18 m
Vino base
9m
12 m
15m
18m
Vino base
9m
12 m
0,11
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
0,29
n.d.
0,03
0,09
n.d.
0,15
0,06
0,09
n.d.
0,01
0,22
0,01
n.d.
0,04
n.d.
1,90
1,90
2,52
0,98
1,18
1,29
0,28
0,30
1,15
1,29
0,35
0,36
0,42
0,22
0,22
0,28
0,28
0,28
0,32
0,30
0,22
0,27
0,23
1,82
1,84
1,33
3,22
0,53
1,06
0,18
0,21
Trepat 2
2,29
1,16
0,40
0,26
0,29
Monastrell 1
0,25
0,08
0,09
0,10
0,09
Monastrell 2
0,29
0,08
0,06
0,08
0,05
Garnacha
0,57
0,56
0,94
1,08
0,10
1,06
0,18
0,21
1,21
0,38
0,40
0,26
0,29
0,05
0,02
0,09
0,10
0,09
0,04
0,02
0,06
0,08
0,05
0,10
0,08
0,04
2,46
7,92
4,59
1,84
1,80
1,68
8,49
1,30
3,35
3,12
3,45
2,31
3,83
5,37
6,37
3,22
2,47
3,52
4,33
4,16
2,65
4,05
2,66
35,97
125,20
119,14
170,50
155,74
35,27
119,98
134,73
173,41
137,88
10,51
13,26
15,96
20.81
31,35
26,52
71,22
96,35
114,29
92,60
12.86
26,85
17,84
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Tabla 31. Concentración de alcoholes (mg/L) en los vinos base y espumosos elaborados con
las variedades de uvas tintas, Trepat, Monastrell y Garnacha.
Vinos
ALCOHOLES
1 -Propanol Isobutanol 2-metil-l-
butanol
3-metil-l-
butano!
Metano! 1 -hexanol
Trepat 1
Cis-3-
hexen-1 -ol
Vino base
9m
!2m
15m
18m
Vino base
9m
12 m
15 m
18 m
Vino base
9m
12m
15 m
18 m
Vino base
9m
12 m
15 m
18 m
Vino base
9m
12 m
12,01
13,17
10,57
12,76
20,42
14,65
12,43
12,90
13,32
19,38
18,12
17,65
17,44
18,82
24,00
19,09
18,73
21,80
21,69
23,58
16,93
26,04
15,20
46,01
39,28
33,36
41,69
43,88
47,19
36,16
39,58
43,47
43,28
32,30
29,46
28,58
34,37
37,41
23,64
24,56
30,32
30,19
33,39
16,95
19,18
17,38
39,42
33,24
32,67
41,26
42,61
Trepat
39,59
31,11
38,80
42,60
29,34
Trepat
34,03
30,49
34,81
43,66
35,10
Trepat
47,84
36,98
49,22
55,03
44,78
196,01
172,31
148,95
182,67
166,70
2
206,50
162,59
175,78
185,24
146,93
3
184,21
162,07
159,29
181,81
175,00
4
172,63
156,11
185,45
186,53
147,86
Garnacha
18,69
22,21
22,38
103,70
123,27
124,22
44,05
36,28
27,83
32,83
41,71
45,60
37,94
36,24
38,32
38,33
47,58
46,14
38,07
43,42
40,23
53,07
45,28
63,25
53,08
59,21
15,27
16,20
25,33
1,08
2,03
1,52
0,34
0,34
1,71
1,55
0,62
1,10
0,76
0,57
0,29
0,24
0,44
0,47
0,83
0,61
0,95
0,98
0,68
2,24
2,23
1,80
0,91
0,48
0,62
0,36
0.29
1,51
0,49
0.35
0,32
0,27
0,78
0,31
0,33
0,37
0,24
0,29
0,21
0,17
0,38
0.36
n.d.
n.d.
n.d.
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Tabla 32. Concentración de ácidos grasos y otros compuestos volátiles (mg/L) en los
vinos base y espumosos elaborados con las variedades de uvas tintas Trcpat,
Monastrell y Garnacha.
Vinos
ÁCIDOS GRASOS
Acido
hexanoico
Acido
octanoico
Acido
decanoico
Trepat 1
OTROS COMPUESTOS
Acetaldehído y-Butirolactoná
Vino base
9m
12 m
15 m
18m
Vino base
9m
12m
15m
18m
Vino base
9m
12m
15 m
18m
Vino base
9m
12 m
15m
18m
Vino base
9m
12 m
6,81
8,88
7,16
1,19
1,22
8,44
4,94
1,91
3,52
2,65
3£4
0,61
1,22
1,23
1,30
5,00
1,10
1,72
1,09
0,58
5,33
4,35
4,92
6,81
15,69
11,37
2,32
2,06
12,96
7,05
2,31
4,27
3,45
1,73
0,37
0,60
0,95
0,91
1,15
0,78
0,71
0,81
0,60
6,17
5,45
1,70
2,59
1,82
1,47
0,69
0,52
Trepat 2
2,12
1,05
0,58
0,71
0,65
Monastrell 1
1,68
0,34
0,35
0,32
0,45
Monastrell 2
2,29
0,39
1,14
0,90
0,80
Garnacha
1,05
0,69
0,79
24,05
41,76
29,12
36,62
42,82
30,46
33,19
37,57
41,23
42,81
144,00
99,93
86,96
100,18
102,30
83,77
71,66
72,47
80,17
75,24
52,05
11,90
16,11
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
ñ.d.
n.d.
n.d.
ád .
n.d.
n.d.
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3.6.1.1 Esteres
La concentración de los distintos esteres analizados tanto en los vinos elaborados
con variedades blancas como en los vinos elaborados con variedades tintas vinificadas
en blanco, se encuentran en el rango que otros autores (De la Presa-Owens, 1995; Puig-
Deu y col., 1999), han determinado en vinos base elaborados con uvas de variedades
blancas. En los vinos en los que se ha producido la fermentación maíoláctica el acetato
y el lactato de etilo son los esteres mayoritarios. La concentración de acetato de etilo
oscila entre 33 y 53 mg/L y el lactato entre 10 y 36 mg/L. En concentraciones mucho
menore, inferiores a 4 mg/L se encuentran los acetatos de isopentilo y de hexilo, y los
esteres etílicos de los ácidos grasos, butanoato, octanoato y decanoato de etilo. También
se ha detectado el succinato de dietilo con una concentración entre 1,15 y 3,45 mg/L, un
poco mayor que la encontrada por Dizy (1993) entre 0,4 y 0,8 mg/L, en vinos de la
variedad Malvar, y menor que la encontrada por Mateo y col. (1991), 5 mg/L, en vinos
elaborados con la variedad Monastrell. No se han detectado en ningún vino ni el acetato
de butilo ni el de isobutilo.
El vino base elaborado con la variedad Garnacha tiene una concentración mayor
de casi todos los compuestos volátiles analizados, que los vinos de las otras variedades
estudiadas. La maceración con los hollejos que se realiza en la elaboración de estos
vinos, influye en gran medida en la concentración de muchos de los compuestos
volátiles analizados. Según Piraci y col. (1987), la fermentación a baja temperatura, y el
corto la maceración con los hollejos de los vinos rosados da lugar a vinos más
aromáticos y frutales por el aumento de esteres y de ácidos grasos.
Los esteres butanoato y hexanoato de etilo, así como los acetatos de isopentilo y
de hexilo están en concentraciones mucho mayores en el vino base elaborado con la
variedad Garnacha que en los otros vinos. Por ejemplo, el vinos base de la variedad
Garnacha tiene 1,9 mg/L de butanoato de etilo, que es aproximadamente 17 veces más
que la cantidad de este compuesto encontrada en los vinos Trepat y Monastrell. El
hexanoato de etilo está en una concentración en el vino base Garncaha de 1,82 mg/L,
que es 1,8 veces mayor que la encontrada en los vinos base Trepat, y aproximadamente
7 veces mayor que la determinada en los vinos base Monastrell. El acetato de isopentilo,
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con una concentración de 0,88 mg/L, también es 1,8 veces mayor que en los vinos base
Trepat, y alrededor de 14 veces mayor que en los vinos Monastrell. Por último, el
acetato de hexilo, también se ha encontrado en estos vinos en concentraciones
apreciables, de 0,88 mg/L, que representa más de 9 veces las que se ha determinado en
los vinos base de Trepat, mientras que en los vinos Monastrell, este compuesto o no se
detectó, o se encontró en cantidades traza. Es importante recalcar que estos esteres, que
están en mayor concentración en el vino rosado de la variedad Garnacha, están muy
relacionados con los aromas frutales y florales, y por tanto pueden tener un efecto
positivo en la calidad final de estos vinos.
Los demás esteres, octanoato y decanoato de etilo, succinato de dietilo, y acetato
de etilo, están en concentraciones similares en el vino base Garnacha, y en los demás
vinos base.
3.6.1.2 Alcoholes
Los alcoholes mayoritarios de los vinos base son los alcoholes isoamílícos,
seguidos del metanol, isobutanol y 1-propanol. Los vinos base elaborados con la
variedad Monastrell, tienen una concentración mayor de isobutanol que el resto. El cis-
3-hexen-l-ol, se ha encontrado en algunos vinos base en una concentración muy
pequeña (0,2 a 1,5 mg/L), e incluso no ha sido detectado en algunos vinos. Pueyo
(1994), determinó este alcohol de origen no fermentativo en vinos base, en
concentraciones de 0,3 a 2,1 mg/L).
El único alcohol que está en mayor concentración en el vino base de la variedad
Garnacha, que en los obtenidos con las otras variedades de uvas tintas, es el 1-hexanol,
que tiene una concentración de 2,24 mg/L, casi el doble que la encontrada en los vinos
base de las variedades tintas Trepat y Monastrell vinificadas en blanco. González-
Raurich y col (1985), indican que entre los compuestos volátiles que están en mayor
concentración en los vinos rosados que en los blancos se encuentran el metanol y el 1-
hexanol, que pueden proceder de la difusión desde los hollejos. Sin embargo, ia
concentración de metanol que se ha determinado en el vino base Garnacha, es mucho
menor, 15,27 mg/L, que la determinada en los vinos base Trepat y Monastrell. Algunos
autores han encontrado concentraciones de metanol en vinos base elaborados con
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variedades blancas más elevadas que las que presenta el vino Garnacha, a pesar de
haberse vinifícado en rosado (De la Presa-Owens, 1995; Puig-Deu y col., 1999). Esto
quiere decir que este vino tiene una concentración de metanol anormalmente baja
A pesar de que los vinos Garnacha, se han elaborado con macerando con los
hollejos, también presentan los valores más bajos de isobutanol y de los dos alcoholes
isoamílicos, 2, y 3-metil-l-butanol. Estos dos compuestos se forman a partir de los
aminoácidos.valina, leucina e isoleucina, por tanto la maceración con los hollejos,
podria tener como consecuencia una mayor extracción de este tipo de compuestos, sin
emabargo no se ha observado un aumento en este tipo de compuestos, en los vinos
Garnacha. Algunos autores atribuyen una menor concentración de alcoholes superiores,
en los vinos procedentes de mostos con menores cantidades de sólidos insolubles
(Klíngshirny col., 1987). Podría ser que el mosto de partida, estuviera muy clarificado,
con lo que parte de estos sólidos se eliminarían, y por tanto, se formaría menor cantidad
de este tipo de compuestos.
3.6.1.3 Ácidos grasos
Los ácidos grasos detectados en las condiciones analíticas utilizadas son el
hexanoico, octanoico y decanoico. Los ácidos hexanoico y octanoico son los que se
encuentran en amyor catidad, de 3,24 a 8,44 mg/1 el ácido hexanoico y de 1,15 a 12,96
el ácido octanoico. Los valores de ácido hexanoico determinados en algunos vinos base,
son bastante más altos que los encontrados por Puig-Deu y col. (1999) en vinos base
elaborados con uvas de variedades blancas, que se han descrito entre 2,25 y 2,30 mg/L,
e incluso que los valores que Fraile y col., (2000) han encontrado en un vino rosado
elaborado con uvas de la variedad Monastrell, 1,26 mg/L. Sin embargo, Pueyo (1994)
ha encontrado valores de ácido hexanoico de hasta 18,7 mg/L, en vinos base elaborados
con uvas de la variedad Parellada.
El vino base rosado de la variedad Garnacha tiene una concentración de ácido
hexanoico (5,3 mg/L), similar a la determinada en los vinos base de las variedades
Trepat y Monastreíl. El ácido octanoico, tiene una concentración de 6,1 mg/L, que
estaría dentro del rango determinado para este compuesto en los vinos base Trepat, y
más alto que la concentración de los vinos Monastrell. El ácido decanoico (1,05 mg/L),
178
Resultados y Discusión
ha presentado los valores más bajos de todos los vinos base estudiados. Estos valores
están dentro del rango encontrado por otros autores en vinos base elaborados con uvas
de variedades blancas (Puig-Deu y col, 1999).
3.6.1.4 Otros compuestos volátiles:
El acetaldehído se ha encontrado en los vinos en concentraciones muy variables,
entre 24 y 144 mg/L. Este compuesto es uno de los que proceden de la fermentación
alcohólica, y en suele encontrarse en un rango muy amplio de concentración pudiendo
llegar hasta 300 mg/L o incluso a concentraciones mayores (Schreier, 1979).
En ninguno de los vinos base analizados, se ha detectado la y-butirolactona.
Pueyo (1994), determinó este compuesto en vinos base Parellada, en concentraciones
comprendidas entre 6,3 y 15,3 mg/L.
3.6.2 Concentración de los compuestos volátiles en los vinos espumosos.
La tabla 33, muestra una relación de los distintos compuestos que han sido
determinados por otros autores en vinos espumosos, el rango de concentraciones
encontradas, así como los valores máximo y mínimo de todos estos trabajos. El número
de compuestos determinados por los diferentes autores es de 35 oscilando entre 16 y 23,
dependiendo del trabajo.
En esta tabla se puede comprobar que los compuestos determinados por
inyección directa, y normalmente mayoritarios en los vinos, se encuentran
comprendidos entre 1,16 rng/L para el 1-propanol, y 430,28 mg/L para el lactato de
etilo, que es el compuesto que aparece en mayor concentración en los vinos espumosos
estudiados. Los compuestos analizados con etapa previa de extracción y concentración,
se encuentran comprendidos entre 0,04 mg/L que es la mínima cantidad encontrada por
estos autores para el acetato de isopentilo y el ácido decanoico, y 29,10 mg/L, que es la
mayor concentración que corresponde a la y-butirolactona. Los ácidos hexanoico y
octanoico que alcanzan valores de 15,51 y 19,80 mg/L respectivamente, son los que
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presentan los valores más altos dentro de los compuestos que normalmente requieren
concentrarse antes de su análisis.
El grupo de compuestos que aparece en mayor cantidad son los esteres, que se
encuentran en rangos comprendidos entre 0,02 mg/L que es la mínima cantidad
encontrada para el laurato de etilo y el acetato de p-feniletanol, otros compuestos como
el lactato de etilo aparecen en una elevada concentración (430 mg/L). El éster que
aparece en un rango de concentraciones mas amplio es el lactato de etilo que esta
comprendido entre 14 y 430 mg/L.
Los alcoholes aparecen en concentraciones que oscilan entre 0,08 mg/L para el
alcohol bencílico, que sólo lo da uno de los autores, hasta los alcoholes isoamílicos (2 y
3-metil-l-butanol) que son los mayoritarios en este tipo de vinos. Las mayores
variaciones en la concentración también la presentan los alcoholes isoamílicos que
oscilan entre 55 y 184,82 mg/L.
Los ácidos aparecen en general en muy pequeña concentración, entre 0,04 mg/L
que es el mínimo valor encontrado por estos autores para el ácido decanoico, y los 18,8
mg/L que es la máxima cantidad encontrada para el ácido octanoico. En general todos
los ácidos presentan pocas variaciones.
La concentración obtenida del análisis de los compuestos volátiles en todos los
vinos espumosos estudiados, se encuentra dentro del rango de concentraciones
determinado por otros autores y que se muestra en la tabla x. Los aspectos más
relevantes de los resultados obtenidos en el análisis de estos compuestos se detallan a
continuación.
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Tabla 33. Compuestos volátiles determinados por distintos autores.
Compuesto
ESTERES
Formiato de etilo
Acetato de etilo
Acetato de isobutilo
Acetato de isopentilo
Acetato de hexilo
Acetato de p-feniletilo
Propionato de etilo
Piruvato de etilo
Butirato de etilo
Lactato de etilo
Succinato de dietilo
Hexanoato de etilo
Octanoato de etilo
Decanoato de etilo
Laurato de etilo
ALCOHOLES
Metanol
1-propanol
Butanol
Isobutanol
2-metil-l-propanol
2+3 metil-1-butanol
Hexanol
Cis-3-hexen-l-ol
Ref(l)
N=4
-
-
0,09-0,17
-
0,07-0,40
0,20-0,37
-
0,42-2,60
0,39-0,49
19,00-36,8
0,51-4,20
0,65-1,02
0,87-1,15
0,17-0,32
0,02-0,15
-
-
-
-
-
-
1,77-1,82
-
Ref(2)
N=2
-
-
-
0,04-0,04
-
0,32-0,46
-
7,84-8,46
0,23-0,25
30,48-39,08
10,86-11,11
0,54-0,58
0,53-0,61
0,05-0,09
-
-
-
-
-
-
-
0,89-0,90
0,15-0,17
Ref(3)
N=4
-
50,00-77,00
0,00-0,05
0,14-0,37
-
-
0,67-175,0
0,23-0,36
58,50-253,4
2,03-7,52
0,41-0,77
0,00-0,13
-
0,48-1,44
-
24-28
0,90-1,11
-
53,00-71,00
93,00-108,0
0,67-2,32
-
Ref(4)
N=20
-
-
0,02-0,14
0,06-0,38
0,00-1,04
0,06-0,45
-
0,37-4,68
0,21-1,25
27,59-329,6
4,84-17,69
0,28-1,25
0,00-1,84
-
-
0,30-1,38
-
-
-
0,82-2,62
0,00-0,36
Ref(5)
N=l
-
56,50
-
0,23
-
0,04
-
0,36
0,11
-
4,19
0,88
1,10
0,22
-
23,66
-
-
-
-
118,4
1,44
0,07
Ref(6)
N=55, N=88*
-
9,00-11,00
0,02-0,55
0,03-1,30
-
-
-
0,10-4,68
-
27,59-430,28
4,05-18,42
0,29-4,46
-
-
-
-
12,00-99,00
0,11-1,41
-
39,00-148,0
55,00-244,0
-
-
Ref(7)
N=6
0.00-0,10
54,10-82,40
-
0,10-0,50
0,00-0,20
-
1,00-7.10
-
-
90,4-183,4
0,40-18,7
0,40-2,60
0,10-2.60
0,20-2,60
-
7,70-30,40
21,60-33,60
-
13,20-28,90
-
148,3-168,6
2,60-10,30
0,30-1,20
Ref(8)
N=6
_
-
-
0,27-4,14
0,01-0,23
0,02-0,32
-
0,31-0,42
0,00-0,26
14,41-65,48
4,67-6,71
1,01-1,03
0,00-0,47
0,60-1,42
-
-
1,16-1,93
0,22-0,34
10,64-13,57
-
128,3-184,8
1,04-1,26
0,03-0,08
rango**
0,00-0,10
9,00-82,40
0,00-0,55
0,04-4,14
0,00-0,40
0,02-0,46
1,00-7,10
0,10-8,46
0,00-1,25
14,41-430,2
0,40-18,70
0,28-4,46
0.00-2,60
0,00-2.60
0,02-1,84
7,70-30,4
1,16-99,00
0,11-1,41
10,64-28,90
39,00-148,0
55,00-184,8
0,67-10,30
0,00-1,20
oo
Tabla 33. (Continuación).
Compuesto
Cis-2-hexen-l-ol
Ale, Bencílico
Ale. p-feniletilo
ÁCIDOS
Ac. Isobutírico
Ac. Isovalérico
Ac. Hexanoico
Ac. Octanoico
Ac. Decanoico
Ac. Butírico
OTROS
y-butirolactona
Acetaldehido
Dietil acetal
1
-
-
24,30-26,7
0,32-0,35
-
4,75-5,10
6,80-7,20
0,80-1,40
0,65-1,38
6.4-19
-
-
2
-
-
57,16-57,32
-
-
3,71-3,81
4,18-4,59
0,48-0,77
0,65-0,77
8,38-11,25
-
-
3
-
-
12,42-47,72
-
0,56-0,74
3,22-5,19
_
3,5-4,00
-
9,68-13,96
62,57-116,1
-
4
0-0,40
0,08-0,83
10,37-50,79
-
0,51-4,88
1,96-8,48
2,31-8,99
0,22-0,95
-
8,11-28,20
-
-
5
-
-
11,09
0,78
0,35
0,45
6,30
1,55
1,61
5,88
49,86
-
14,
0
0,
1,
2,
6
-
-
12-125,86
-
,30-4,89
50-15,51
41-17,71
-
-
24-29,10
-
-
7
-
-
-
0-6,1
-
3,8-12,8
4,8-19,8
-
-
5,7-25,3
26.9-261,7
1,6-28,6
8
-
-
10,51-12,66
0,4-0,53
-
4,54-4,81
2,8-6,49
0,04-0,36
0,42-0,863
2.4-5,37
-
-
0.00-0,40
0.08-0,83
10,51-125,8
0,00-6,1
0.30-4,89
0,45-15,51
1,41-19,80
0,04-4,00
0,42-1,61
2,40-29,10
26,9-261,7
1,60-28,60
Ref(l). Versiniycol.(1982).
Ref (2). Usseglio-Tomasset y col. (1983).
Ref(3). Silva y col. (1987).
Ref (4). Colagrande y col. (1990).
Ref (5). Cavazzaycol. (1990).
Ref (6). Mazzoleni y col. (1993).
Ref (8). Pueyo(1994).
Ref (9). Nicolossi y col. (1995).
*: alcoholes superiores y acetato de etilo.
* * ¡Intervalo de concentraciones máximo y mínimo encontrado por los distintos autores en los vmos espumosos.
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3.6.2.1 Esteres
La concentración de los diferentes esteres analizados en los vinos espumosos es
menor que en los respectivos vinos base, excepto el acetato de etilo, el succinato de
dietilo, y especialmente el lactato de etilo, en los vinos elaborados con las variedades
Trepat y Monastrell. La producción de un incremento tan grande del lactato de etilo en
los vinos espumosos de 9 meses de envejecimiento en botella con respecto a sus
correspondientes vinos base, se debe a que estos vinos hicieron la fermentación
maloláctica y por tanto se formó ácido láctico, después de embotellado. En ninguno de
los vinos analizados se detectaron los acetatos de isobutilo y de butilo.
Es muy escasa la información bibliográfica existente respecto a la composición
volátil de los vinos espumosos rosados. Vlasova y col., (1995), han analizado diferentes
compuestos volátiles en dos vinos espumosos rosados comerciales, y otros dos
elaborados con mezclas de variedades blancas (Riesling y Rkatsiteki) y tintas (Cabernet,
Saperavi, y Monastrell), fermentados en grandes envases. Han encontrado un rango de
concentraciones para el acetato de etilo muy amplio, desde 2,91 a 75,6 mg/L. También
el acetato de isobutilo lo han encontrado en concentraciones muy variables, de 2,72 a
25,35 mg/L. Sólo en uno de los vinos han detectado butanoato de etilo, con una
concentración de 0,2 mg/L. Las concentraciones de acetato de isopentilo y de hexilo
encontradas, han sido de 0,16 a 2,46 mg/L, y entre 0,0 y 0,2 mg/L, respectivamente, que
son en general valores menores que los que se han determinado en los vinos espumosos
de la variedad Garnacha. También la concentración de octanoato de etilo, y succinato de
dietilo que han determinado, ha sido menor, entre 0,0 a 0,2 mg/L, y de 0,24 a 0,77
mg/L, respectivamente. La concentración de lactato de etilo en los vinos que
analizaron, es más elevada que la determinada en los vinos espumosos de la variedad
Garnacha, entre 20,8 y 60,2 mg/L, aunque esto va a depender fundamentalmente, como
se ha comentado en anteriores ocasiones de la intensidad de la fermentación
maloláctica.
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3.6.2.2 Alcoholes
Los alcoholes isoamílicos, 2 y 3-metil-l-butanol, son los alcoholes que se
encuentran en mayor concentración en todos los vinos espumosos. En algunos vinos,
como los elaborados con las variedades Trepat y Monastrell, el 3-metil-l-butanol, tiene
valores más altos (172 a 196 mg/L), que los determinados para la suma de los dos
alcoholes isoamílicos en los vinos espumosos elaborados con variedades blancas (93-
182 mg/L). No obstante, la suma de todos los alcoholes superiores (1-propanol,
isobutanol, 1-hexanol, y alcoholes isoamílicos) en todos los vinos espumosos, no
superan los 400 mg/L, que se ha descrito proporcionarían al vino aromas indeseables
(Rapp y Mandery, 1986).
La concentración de los demás alcoholes está en el rango determinado por otros
autores, aunque es importante recalcar las diferencias que existen en la concentración de
alguno de ellos entre los vinos elaborados con diferentes variedades. Así los alcoholes
isobutanol, y 1-hexanol, están en mayor concentración en los vinos base de la variedad
Trepat, con valores medios de 46,6 y 1,39 mg/L respectivamente, que los vinos
elaborados con la variedad Monastrell, que tiene valores medios de 27,9 y 0,7 mg/L. En
cambio los alcoholes 1-propanol, y metanol, están en mayor concentración en los vinos
base elaborados con la variedad Monastrell, con valores medios de 19,01 y 50,32 mg/L,
que en los elaborados con la variedad Trepat, 13,3 y 44,8 mg/L respectivamente.
3.6.2.3 Ácidos grasos
La concentración de los ácidos grasos volátiles en los vinos espumosos, es en
general algo inferior que en los respectivos vinos base. Los ácidos hexanoico y
octanoico, son los mayoritarios, y el ácido decanoico, es el que se encuentra en menor
concentración en todos los vinos espumosos. En los vinos espumosos elaborados con la
variedad Parellada el ácido octanoico, es el que aparece en mayor concentración, entre
8,58 y 22,82 mg/L, seguido del ácido hexanoico con una concentración entre 1,79 y
17,46 mg/L. El ácido decanoico es el cuantitativamente menos importante ya que
aparece en un rango de 0,86 a 3,01 mg/L. En los vinos espumosos de la variedad
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Parellada, se han encontrado las concentraciones más elevadas para este tipo de
compuestos.
Los valores, en general, están dentro del rango encontrado por otros autores, y
no superan los umbrales de detección, que están establecidos en 8, 13 y 10 mg/L, para
los ácidos hexanoico, octanoico, y decanoico respectivamente (Tomado de Lambrechts
y Pretorius, 2000). Sólo en alguno de los vinos espumosos de la variedad Parellada se
han determinado valores de ácido hexanoico y octanoico que superan estos umbrales.
3.6.2.4 Otros compuestos
Al igual que en los vinos base, los vinos espumosos tienen un rango muy amplio
de concentración de acetaldehído, entre 11,9 y 102 mg/L Pueyo (1994), determina
acetaldehído en vinos de cava, en concentraciones comprendidas entre 26,9 y 261,7
mg/L Tiene un umbral de percepción muy alto, de 100 mg/L, y se le han atribuido
aromas de vinagre, manzana verde, etc (tomado de Pretorius y Lambrechts, 2000). Los
vinos espumosos elaborados con la variedad Monastrell son los que tienen los valores
más altos, y los elaborados con la variedad Garnacha, los más bajos. La y-butirolactona
no se ha detectado en ninguno de los vinos espumosos analizados.
3.6.3 Influencia de distintas variables en la concentración de los compuestos
volátiles de los vinos.
Son muchos los factores que pueden influir en la concentración de los
compuestos volátiles de los vinos espumosos. Entre ellos y como más relacionados con
el proceso en sí de elaboración, la existencia de la segunda fermentación y el tiempo de
envejecimiento con las levaduras. También la cepa de levadura empleada en la segunda
fermentación, que se adicione o no bentonita en el licor de tiraje, las condiciones de
cultivo de la viña, y la variedad de uva de la que proceden los vinos puese tener
influencia en la composición de la fracción volátil. Por ello se ha realizado este estudio.
Las otras variables estudiadas son la segunda fermentación, que es el periodo
comprendido desde el inoculo con las levaduras en el tiraje hasta los 40 días en las que
ya no hay células viables en los vinos, y el periodo de tiempo en el que los vinos
envejecen en la botella con las levaduras. Se ha determinado la influencia del tiempo de
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envejecimiento desde 40 a 270 días, es decir vinos que aún cumpliendo la Normativa
legal de un mínimo de 9 meses de envejecimiento, son de tiempo de envejecimiento
corto. Además se ha comprobado la infíuenciade periodos de tiempo más largos, desde
9 hasta 18 meses, para comprobar si esto mejora o no la composición volátil de los
vinos, lo que repercutirá en la calidad de los mismos.
Para conocer la existencia de relaciones entre los compuestos volátiles
determinados en los vinos y estas variables, se han utilizado los vinos elaborados con
diferentes cepas de levadura y con adición o no de bentonita descritos en el apartado
2.1.1, los vinos espumosos elaborados con la variedad Parellada sometidas a diferentes
condiciones de cultivo , y descritos en el apartado 2.1.2, y los vinos elaborados con las
variedades Trepat y Monastrell, descritos en el apartado 2.1.3, para conocer la
influencia que sobre los compuestos volátiles de estos vinos, tendrán el envejecimiento
con las levaduras de hasta 18 meses. Se ha empleado el test de la t de student para
comprobar si existen o no diferencias significativas entre el vino base, y los vinos
espumosos de 40 días, es decir para comprobar la influencia de la segunda
fermentación. Para determinar el efecto de la cepa de levadura empleada, de la adición
de bentonita, de las condiciones de cutivo y del tiempo de envejeciminto con las
levaduras, se la empleado la técnica del análisis de varianza, (ANOVA), mezclando las
interacciones con el término del error
El resultado de la aplicación de estas técnicas estadísticas, se resume en la tabla
34, en la que se muestran los compuestos volátiles que están influidos
significativamente por los distintos factores estudiados.
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Tabla 34. Influencia de distintas variables en los compuestos volátiles determinados en los vinos estudiados.
Compuestos
Esteres
Acetato de etilo
Bulanoato de etilo
Acetato de isopentilo
Hexanoato de etilo
Acetato de hexilo
Oetanoato de etilo
Decanoato de etilo
Succinato de dietilo
Lactato de etilo
Alcoholes
Metanol
1 -Propanol
Isobutanol
2-metil-l-butanol
3-metil-1-butano!
1 -hexanol
cis-3-hexen-l-ol
Ácidos grasos
Ácido hexanoico
Ácido octanoico
Ácido decanoico
Otros compuestos
Acetaldehído
Cepa de levadura
n.s.
n.s.
n.s.
-
n.s.
n,s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
_
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
Bentonita
n.s.
n.s.
n.s.
-
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
_
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
Condiciones de 2° Fermentación
cultivo
* *
* *
* *
*
* *
n.s. *
n.s. *
n.s. *
* *
* *
* *
n.s. *
* *
* n.s.
*
* ILS.
n.s. n.s.
* *
* *
Tiempo de
envejecimiento
(40-270 días)
*
*
-
*
*
*
-
*
n.s
*
n.s
n.s
*
_
*
*
*
*
Tiempo de
envejecimiento
(9-18 meses)
*
n.s
n.s
n.s
n.s
*
*
*
*
n.s
*
*
*
n.s
n.s
n.s
n.s
n.s
n.s
oo
*: influencia significativa; n.s: No influido significativamente; -: compuesto no analizado en los vinos.
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3.6.3.1 Influencia de la cepa de levadura empleada en la segunda
fermentación, y de la adición de bentonita en el licor de tiraje.
Como se muestra en la tabla 34, los factores cepa de levadura, así como adición
de bentonita en el licor de tiraje, no influyen significativamente en la concentración de
ninguno de los compuestos volátiles analizados.
Las levaduras con las que se han realizado los tirajes fueron seleccionadas por
Martínez-Rodríguez y col. (2001) por reunir las características adecuadas para la
elaboración de este tipo de vinos. Entre las características que deben reunir estas
levaduras se encuentran, la resistencia al etanol, un elevado poder fermentativo a baja
temperatura, baja producción de H2S, resistencia al SO2, floculación moderada, no
adherencia a la pared de vidrio de la botella, baja producción de acidez volátil, elevada
capacidad autolítica, así como una elevada capacidad espumante. Se partió de 34 cepas
del género Saccharomyces, 32 de ellas de la colección del Instituto de Fermentaciones
Industriales, resultando seleccionadas la P-29 y las IFI-473 y 475. Estas dos últimas
cepas habían sido consideradas desde el momento de su aislamiento en los años 1957 y
1958 respectivamente, como cepas distintas, sin embargo en estudios posteriores
llevados a cabo con técnicas de biología molecular se comprobó que se trataba de la
misma cepa. Con el objetivo de comprobar si e! hecho de que las levaduras fueran
tratadas desde 1951 como cepas diferentes había modificado alguna de sus
características, se realizaron los tirajes con cada una de esta cepa por separado. La cepa
ECl 118 se incluyó por ser una de las mas utilizadas en la industria para elaborar vinos
espumosos y nos podría servir de referencia y la cepa J porque con ella habían obtenido
muy buenos resultados en la empresa en la que se elaboraron los vinos. Posiblemente el
hecho de que las cepas aquí utilizadas hayan sido sometidas a un proceso de selección
muy exigente, para así obtener las cepas de levaduras que cumplan con los requisitos
necesarios para la elaboración de vinos espumosos, y que han sido mencionados con
anterioridad, hace que todas sean muy similares y que por tanto no se detecten
diferencias en los compuestos volátiles analizados entre los vinos elaborados con cada
una de las cepas.
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por Cavazza y col. (1990). Sin
embargo Piracci y col. (1992), encontraron diferencias en la composición de vinos
espumosos elaborados con una cepa de Saccharomyces cerevisiae y los elaborados con
una cepa de S. bayatms comprobando que con esta última se producía mayor cantidad
de acetatos de alcoholes superiores y de esteres de ácidos grasos.
La no existencia de diferencias entre la concentración de los compuestos
volátiles de los vinos elaborados con bentonita y de los vinos elaborados sin adición de
bentonita en la solución de tiraje, coincide con los resultados de Gerbi y col. (1990).
La utilización de bentonita para la clarificación de los vinos influye en su
composición volátil (Guillou y col., 1998; Puig-Deu y col., 1999). El hecho de no haber
encontrado ninguna influencia de la bentonita añadida para facilitar el degüelle en los
compuestos volátiles de los vinos estudiados, puede ser debido a que la cantidad
añadida en este caso es unas diez veces menor que la que se utiliza cuando se usa como
clarificante. No obstante, en el análisis sensorial de estos mismos vinos (Martínez-
Rodríguez, 2000), los catadores prefirieron los vinos elaborados sin bentonita a los
elaborados con bentonita, lo que indica que el empleo de bentonita durante el tiraje, a
pesar de la baja concentración utilizada, influye en el conjunto de sensaciones visuales,
olfativas y gustativas.
3.6.3.2 Influencia de las condiciones de cultivo
Como se puede observar en la tabla 34 las condiciones de cultivo afectan a casi
la totalidad de los compuestos volátiles analizados, únicamente los esteres octanoato y
decanoato de etilo, así como el succinato de dietilo, el alcohol 2-metil-l-butanol y el
ácido octanoico, no están influidos significativamente por la práctica vitícola. Trabajos
previos, en los que se ha estudiado principalmente la composición terpénica de vinos
italianos (Stefano y col., 1983; Corino y Stefano., 1984), han determinado una mayor
concentración de compuestos volátiles, en los vinos procedentes de viñedos de baja
producción, en comparación con los de alta producción.
Se puede comprobar en las tablas 27, 28 y 29, que los vinos B de la variedad
Parellada, procedentes de viñedos cultivados de forma tradicional, tienen un contenido
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mayor de butanoato de etilo, acetato de ¡sopentilo y de hexilo, de los alcoholes 3-metil-
1-butanol, 1-hexanol y cis-3-hexen-l-ol, y de los ácidos grasos volátiles hexanoico y
decanoico, así como una mayor concentración de acetaldehído. Sinton y col (1978),
determinaron en un estudio que realizaron para comprobar el efecto de la producción
del viñedo en la calidad de los vinos, que con la uvas de las viñas de baja producción se
obtenian vinos con mayor concentración de acetatos, lo que concuerda con los
resultados aquí obtenidos.
Los esteres, butanoato y hexanoato de etilo, y los acetatos de isoamilo y de
hexilo que se han encontrado en mayor concentración en los vinos procedentes de uvas
de viñedos de baja producción, tienen una gran importancia en el aroma. En la
bibliografía, está ampliamente documentada su contribución a ¡as notas frutales y
florales muy apreciadas en el aroma de los vinos (Suomalainen y Lehtonen, 1979,
Noble y col., 1980, etc).
Los alcoholes 3-metil-l-butanof, 1-hexanol, y cis-3-hexen-l-ol, también están en
mayor concentración en los vinos PB1 y PB2. Estos dos últimos compuestos, son de
origen no fermentativo, y contribuyen al aroma primario o varietal de los vinos. Luego
la práctica vitícola además de producir cambios en el contenido de compuestos
responsables del aroma secundario, también afecta a los constituyentes del aroma
primario.
Los ácidos hexanoico y decanoico están también en mayores concentraciones en
los vinos procedentes de viñedos no sometidos a sobreexplotación. La concentración
media de ácido hexanoico en los vinos B de la variedad Parellada, es bastante alta,
alrededor de 10 mg/L. El umbral de percepción de este compuesto se ha calculado entre
8 y 9 mg/L (tomado de Lambrechs y Pretorius, 2000), Estos mismos autores han
descrito que su presencia en concentraciones mayores comunica al vino aromas
desagradables a "agrio", "vinagre", "rancio", "picante", etc.
Los vinos A de la variedad Parellada, procedentes de uvas cultivadas en
condiciones de sobreexplotación, tienen mayor concentración de los compuestos
volátiles, metanol, 1-propanol, isobutanol que los vinos B procedentes de viñedos
sometidos a las práctica trdicionales de cultivo. También los vinos A tienen mayor
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concentración de acetato y lactato de etilo que los B, pero esto puede atribuirse a que
en los vinos A se ha producido la fermentación maloláctica (Tabla 13). El acetato de
etilo, puede producir características negativas en los vinos, cuando aparece por encima
de su umbral de detección, establecido en 17,62 mg/L, ya que este compuesto esta
relacionado con aromas a "pegamento", "disolventes", etc, en cualquier caso negativos
para el aroma.
3.6.3.3 Influencia de la segunda fermentación
Como se puede comprobar en la tabla 34, la segunda fermentación es una etapa
que influye significativamente en la práctica totalidad de los compuestos volátiles
analizados en los vinos. Únicamente el 1-hexanol, y los ácidos hexanoico y octanoico
no varían respecto a la concentración del vino base.
El empleo de el test de la t de student en el que se compara un único vino base
con los vinos de 20 y 40 días respectivamente, permite comprobar si los cambios que se
observan en la concentración de los compuestos volátiles en los vinos espumosos de 20
o 40 días son significativos o no, respecto a 1 vino base.
Durante los primeros 20 días de fermentación se produce una disminución del
butanoato de etilo, de los acetatos de etilo, de isoamilo y de hexilo, del octanoato y
decanoato de etilo y del ácido decanoico. Algunos de estos compuestos como los
acetatos de isoamilo y de hexilo, el octanoato y decanoato de etilo y el ácido decanoico,
siguen disminuyendo significativamente entre los 20 y los 40 días. La concentración de
los demás compuestos no experimenta cambios en esta etapa.
En los primeros 20 días de fermentación, se producen incrementos significativos
respecto al vino base, del succinato de dietilo, acetaldehído metanol, 1-propanol,
isobutanol, y de los alcoholes isoamílicos. El aumento continúa hasta los 40 días en
todos estos compuestos con excepción del succinato de dietilo.
El contenido de esteres en los vinos, aumenta por el metabolismo de las
levaduras debido a la alcoholisis del acil-CoA o a partir de los esqueletos de carbono de
los aminoácidos- Todos los esteres en los vinos estudiados disminuyen durante la
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fermentación, excepto el succinato de dietilo. Fraile y col., (2000), indican que muchos
de los esteres se forman durante la segunda mitad de la fermentación, cuando se ha
consumido aproximadamente un 75% de los azúcares del mosto. Algunos autores han
determinado un descenso tras la producción de algunos esteres, como el acetato de
isoamilo (Fraile y col., 2000), indicando que esto se debe a la hidrólisis que se produce
como consecuencia de esterasas de las levaduras (Mauricio y col., 1997) en etapas
avanzadas de la fermentación.
Otros autores como Herráiz (1989a y 1990b), encuentra para el acetato de etilo
una producción discontinua durante la fermentación de un mosto con Saccharomyces
cerevisiae. Determina un aumento muy importante en la concentración de este
compuesto al quinto día de fermentación, y una brusca disminución a partir de este
momento, hasta el décimo día en que vuelve a aumentar. También determina menor
concentración de acetato de hexilo en los vinos durante los primeros días de
fermentación que en el mosto de partida. Transcurrida la etapa de fermentación, este
compuesto comienza a aumentar. Además comprueba que los esteres de los ácidos de
cadena larga como el miristato, el palmitato y el estearato de etilo, se sintetizan en la
etapa temprana de la fermentación pero disminuyen rápidamente al final de la misma lo
que atribuye a su adsorción por la pared de la levadura. El succinato de dietilo, es el
único éster que aumenta durante este periodo.
La concentración de todos los alcoholes analizados en los vinos, excepto el 1-
hexanol, cuya concentración permanece constante durante desta etapa, está influida
significativamente por la segunda fermentación, y todos ellos aumentan en esta etapa.
Fraile y col., (2000), indican que el 1-propanol, y sobre todo los alcoholes isobutanol e
isoamílicos se producen principalmente en las etapas finales de la fermentación, una vez
que se ha consumido la mayor parte de azúcares del medio. Indican que esto es debido a
que los distintos alcoholes superiores se producirían en esta etapa, no a partir del
aminoácido correspondiente, sino a partir de los cetoácidos que se encontrarían en
exceso, y que se originan tanto a partir de carbohidratos como de la desaminación de
aminoácidos que estaban presentes en en el medio.
El metanol aumenta también durante esta etapa. Este compuesto no procede
mayoritariamente de la fermentación, sino de la hidrólisis de las pectinas de la uva y no
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teniendo mucha importancia en el aroma global del vino (Nykanem, 1986). El
acetaldehído subproducto de la fermentación alcohólica, aumenta en esta etapa.
El ácido decanoico, es el único de los ácidos grasos determinados en los vinos,
que experimenta variaciones en la etapa fermentativa. La concentración disminuye
progresivamente desde el vino base, hasta los 40 días.
La disminución del ácido decanoico, en estadios finales de la fermentación, ha
sido reportada por otros autores durante la fermentación de los mostos (Fraile y col.,
2000; Herraiz y col., 1989). Estos autores atribuyen esta disminución a la adsorción a
las paredes de las levaduras.
3.6.3.4 Influencia del tiempo de envejecimiento con las levaduras (90 a 270
días)
Tiempo de envejecimiento entre 40 a 270 días:
Como puede observarse en la tabla 34, todos los compuestos volátiles excepto
los alcoholes isoamílicos y el 1-propanol, están influidos significativamente por el
tiempo de envejecimiento entre 90 a 270dias días. Postel y Ziegler (1991), tampoco
encontraron diferencias durante el envejecimiento de un vino espumoso con levaduras
en algunos compuestos volátiles mayoritarios que se determinan por inyección directa
como el metanol, y los alcoholes superiores. Mólnar y col. (1981), encontraron las
mayores diferencias debidas al envejecimiento en los compuestos volátiles minoritarios,
e indican que estos son los que realmente proporcionan las características aromáticas
peculiares a este tipo de vinos.
Por tanto el tiempo de envejecmiento desde 90 a 270 días influye en la
concentración de la práctica totalidad de los compuestos volátiles analizados.
Como se puede comprobar en las tablas 21 y 24, a partir de los 90 días se
produce una disminución de todos los esteres, excepto el acetato de isopentilo que
aumenta a partir de los 270 días, y el succinato de dietilo que aumenta de manera
continua desde los 90 a los 270 días. Silva y col. (1987), detectaron un descenso de
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acetato de isopentilo a partir de los siete meses de envejecimiento. Algunos autores
consideran que este compuesto contribuye al carácter afrutado de los vinos, aportando
notas aromáticas que recuerdan a plátano, y siendo considerado como factor de calidad
de los vinos (Van der Merwe, 1981). Hay muchos autores que coinciden en que
aumenta el succinato de dietilo durante el envejecimiento de vinos espumosos (Silva y
col, 1987;GordilIo 1990; Postel y Ziegler, 1991; Nicolosi y col., 1995, etc.).
En la tablas 22 y 25, se muestran la concentración de los distintos alcoholes
analizados en los vinos durante este periodo. A partir de los 40 días de envejecimiento,
ni el 1-propanol ni los alcoholes isoamilicos experimentan cambios significativos.
Postel y Ziegler (1991), y Gordillo, (1990), tampoco encontraron cambios apreciables
en los alcoholes superiores a lo largo del tiempo de envejecimiento. A partir de los 90
días se observa una tendencia a disminuir el isobutanol.
Desde los 90 hasta los 270 días el 1-hexanoi aumenta de manera constante, y a
partir de los 270 días, disminuye encontrándose valores incluso más bajos que los del
vino base. Gordillo (1990), encontró que el 1-hexanol disminuía a lo largo del
envejecimiento de vinos de cava.
En las tablas 23 y 26, se puede comprobar que tanto el ácido hexanoico como el
octanoico experimentan un aumento durante este periodo. El aumento se produce hasta
los 270 días en el caso del octanoico, a partir de aquí, se produce un brusco descenso. El
hexanoico aumenta de manera progresiva durante todo este periodo. Silva y col., (1987),
encontraron un aumento de ácidos grasos volátiles en los vinos espumosos que
analizaron a medida que aumentaba el tiempo de envejecimiento. El contenido de ácido
decanoico sin embargo, disminuye durante este periodo de tiempo.
El umento en los ácidos grasos hexanoico y decanoico, puede ser consecuencia
del proceso de autolisis de las levaduras. Este hecho ha sido indicado por otros autores
(Chen y col., 1980), en la autolisis inducida en la producción de cervezas. Estos autores
demostraron principalmente la liberación al medio de ácidos octanoico y decanoico. En
los vinos estudiados se han determinado aumentos durante este periodo de los ácidos
hexanoico y octanoico, sin embargo el decanoico disminuye durante esta etapa. La
disminución de este ácido puede producirse por adsorción a las paredes de las levaduras
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(Lafon-Lafourcarde y col., 1984), ya que es el más hidrofóbico de los estudiados, por
tanto aunque se liberara durante la autolisis al ser más hidrofóbico se adsorbería con
más eficacia que los otros dos, y por tanto, no se detectaría el aumento que pudiera
producirse.
Otra explicación para la disminución observada en los ácidos grasos,
especialmente decanoico, podría ser la formación de otros compuestos como esteres,
cetonas o aldehidos a partir de estos (Charpentier y Feuillat, 1993), aunque sólo se ha
observado el aumento de succinato y de acetato de isopentilo.
Shinohara (1985), indica que cuando la concentración de hexanoico, octanoico,
y decanoico se encuentra alrededor de 20 mg/L, el vino adquiere olores desagradables.
En los vinos estudiados en ningún caso se superó esta cantidad.
Viegas y col. (1989), encontraron que un medio rico en ácidos grasos de cadena
media, particularmente octanoico y decanoico, en concentraciones de 16 y 18 mg/L
aumentan la fase de latencia, y disminuyen el crecimiento de la biomasa de levaduras.
Ravaglia y Delfíni (1994), en vino "Asti espumante" demuestran que los ácidos
decanoico y octanoico podrían ser metabolizados por las levaduras como intermediarios
en la biosíntesis de ácidos grasos de larga cadena y lípidos, o bien podrían reaccionar
enzimática o químicamente con el etanol,
El acetaldehído, com puede comprobarse en las tablas 23 y 26, experimenta
durante este periodo una disminución hasta los 270 días, que se puede atribuir a
fenómenos de reducción o de combinación.
Tiempo de envejecimiento entre 9 y 18 meses:
En la tabla 34, se puede comprobar que el tiempo de envejecimiento entre 9 y
18 meses, influye significativamente en algunos de los compuestos volátiles analizados
en los vinos. De los esteres analizados, el acetato, octanoato, decanoato y lactato de
etilo, así como el succinato de dietilo, varían su concentración durante este periodo.
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También los alcoholes superiores 1-propanol, isobutanol, y los dos alcoholes
isoamílicos.
El acetato y lactato de etilo, experimentan aumentos durante este periodo. Estos
dos compuestos se pueden producir como consecuencia de la fermentación de pentosas
por ciertas bacterias lácticas, como Lactobacilh/s, Pediococcus y Leuconostoc
(Lomvauden Riberau-Gayón y col, 2000). El aumento en estos dos compuestos se
produce fundamentalmente durante los 9 y 12 meses de envejecimiento, esto querría
decir que en este periodo de tiempo, aún quedan microorganismos viables en el vino.
La fermentación malolactica es aconsejada en los vinos base destinados a la elaboración
de espumosos, ya que una fermentación malolactica en botella puede causar problemas
durante el envejecimiento, como paradas en la fermentación, excesiva presión de CO2
en la botella, o la aparación de aromas y sabores desagradables así como aumento de la
acidez volátil.
El aumento de acetato y lactato de etilo, es un indicio de fermentación
malolactica durante el envejecimiento de los vinos. El hecho de que se produzca en
tiempos de envejecimiento a partir de los 9 meses, y continúe, ya que estos compuestos
lactato, siguen aumentando en los vinos, quiere decir, que hay bacterias viables en el
vino en este tiempo, y dado que la concentración de nutrientes es muy baja durante este
periodo, la liberación de diferentes productos del citoplasma de las levaduras, o bien
azúcares procedentes de la hidrólisis de glucoproteínas de la pared, podrían servir de
nutrientes a estas bacterias que serían las responsables de estos aumentos.
A la vista de los resultados sería aconsejable provocar la fermentación
malolactica en el vino base antes de realizar la segunda fermentación, o bien llevar a
cabo otros tratamientos como la filtración amicróbica del vino base antes ser
embotellado en condiciones estériles e inoculado con cultivos puros de levaduras. Otra
posibilidad sería controlar el sulfítado del vino, la temperatura de conservación, y una
correcta preparación del inoculo deberían ser esenciales para evitar que ocurra este
fenómeno durante el envejecimeinto de los vinos en botella.
Los otros esteres que experimentan cambios durante este periodo, son el
hexanoato y decanoato de etilo. Estos dos compuestos disminuyen durante todo este
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tiempo. La disminución de estos esteres durante el envejecimiento, podría deberse
tanto a adsorción de estos compuestos a las paredes de las levaduras, como han
comprobado otros autores que ocurre en medio sintético (Lafon-Lafourcade y col.,
1984), o en vinos envejecidos bajo flor (Zea y col., 1994), o también podría ser debido a
la hidrólisis química de este tipo de compuestos, que sería normal al pH del vino, como
sugieren Ramey y Ough (1980).
El succinato de dietilo, es junto al lactato, y al acetato de etilo, el único éster que
experimenta aumentos durante este periodo. El succinato de dietilo, como se comprobó
en el apartado anterior experimentaba un aumento muy importante a los 90 días de
envejecimiento, y esto coincidía con el inicio de la autolisis de las levaduras en esos
vinos e (Martínez-Rodríguez, 2000). En los vinos que se han estudiado para estudiar el
efecto del tiempo de envejecimiento de 9 a 18 meses, en los compuestos volátiles (vinos
elaborados con las variedades Trepat, Monastrell y Parellada), se ha comprobado que se
producen aumentos en el nitrógeno proteico y peptídico, a partir de los 12 meses
alcanzando la mayor concentración a los 15 (apartados 3.5.2 y 3.5.3), Este aumento
podría estar indicando el comienzo de la autolisis de las levaduras que se iniciaría en
este periodo. Por tanto, el aumento de este compuesto durante el envejecimiento,
coincide con el inicio de la autolisis de las levaduras.
El 1-propanol, y el isobutanol, experimentan pequeños aumentos durante el
envejecimiento. Los alcoholes isoamílicos aumentan hasta los 15 meses, y
posteriormente disminuyen a los 18 meses. El valor más alto de concentración se
produce a los 15 meses, para el isobutanol, y los alcoholes isoamílicos, mientras que es
los 18 meses en el caso del 1-propanol.
Los alcoholes superiores, son producidos por las levaduras, durante la
fermentación alcohólica, a partir de los aminoácidos presentes en el medio,
fundamentalmente, valina, leucina, isoleucina, treonina y fenilalanina. También pueden
ser producidos de novo a partir de carbohidratos. El mecanismo de Ehrlich o formación
catabólica de los alcoholes superiores conlleva una transaminación entre un aminoácido
y un a-cetoácido, que implica una decarboxilación y reducción al correspondiente
alcohol (Zoecklein y col., 1995) El paso final de la reducción envuelve la reoxidación
de NADH + H+ en NAD+, y ayudaría a mantener el balance redox dentro de la célula.
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Como se comprobó en el apartado 3.5.2 y 3.5.3, en estos vinos se detecta un
aumento en la concentración de nitrógeno amínico a partir de ios 15 meses de
envejecimiento, que coincide con el valor más alto en la concentración de todos estos
alcoholes, excepto como hemos indicando el 1-propanol, con valores más altos a los 18
meses. El aumento detectado en estos compuestos puede ser debido a la liberación de
aminoácidos durante la autolisis, ya que son sustratos para su formación. A los 15 meses
ya no quedarían células viables en el vino para llevar a cabo la transformación de los
aminoácidos en los correspondientes alcoholes, sin embargo, sí pueden estar presentes
en el medio, consecuencia de nuevo de la autolisis, las enzimas de la levadura
responsables de llevar a cabo esta transformación. Esta podría ser la explicación al
aumento de los alcoholes superiores durante el envejecimiento.
Ninguno de los ácidos grasos analizados están influidos significativamente por
el tiempo de envejecimiento, y los vinos espumosos de 18 meses mantienen una
concentración similar a la de los vinos de 9 meses.
3.6.3.5 Resumen de los cambios producidos durante la segunda
fermentación y el envejecimeinto de los vinos en presencia de levaduras.
Durante la segunda fermentación todos los esteres, excepto el succinato de
dietilo disminuyen. Por el contrario, todos los alcoholes analizados en los vinos, excepto
el 1-hexanol aumentan. El único ácido graso volátil, de los analizados que tienen
variaciones en su concentración, es el ácido decanoico, que experimenta una
disminución. Durante el periodo de envejecimiento comprendido entre los 90 y los 270
días, es decir de 3 a 9 meses, todos los esteres excepto el succinato y el acetato de
isoamilo, siguen disminuyendo. Los alcoholes experimentan pocas variaciones en esta
etapa, y sólo en el 1-hexanol, y el metanol, se producen pequeños aumentos. Se observa
un leve aumento de los ácidos hexanoico y octanoico durante este periodo, y una
disminución del decanoico. Entre 9 y 18 meses, el tiempo de envejecimeinto tiene
menos influencia en los compuestos volátiles, que en la etapa anterior. Se produce una
disminución de los esteres de elevado tamaño, octanoato y decanoato de etilo, mientras
que el succinato de dietilo, sigue aumentando. Todos los alcoholes superiores excepto el
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1-hexanol, experimentan aumentos en esta etapa. Los ácidos grasos volátiles, no van a
verse afectados.
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3.7 Compuestos fenólicos de bajo peso molecular en vinos base y vinos
espumosos
En el siguiente apartado se estudian los compuestos fenólicos de bajo peso
molecular de los vinos espumosos elaborados con la variedad Parellada, comprobando
la influencia de las condiciones de cultivo, y el tiempo de envejecimiento con las
levaduras en la cocentración de los mismos. Además se estudiará la composición
fenólica de los vinos base y de los espumosos elaborados con variedades de uvas tintas,
tanto vinificadas en blanco como en rosado. Se estudiarán las diferencias entre las
distintas variedades empleadas en la elaboración de los vinos, y los cambios producidos
durante la segunda fermentación y el envejecimiento,
3.7.1 Concentración de los compuestos fenólicos de bajo peso molecular en los
vinos
En las tablas 35 a 40, se recogen los valores de concentración de los compuestos
fenólicos de bajo peso molecular, detectados en todos los vinos base y en los vinos
espumosos. Se han analizado los vinos espumosos elaborados con la variedad Parellada,
el vino base Tipus y los espumosos respectivos, así como los vinos base y espumosos
elaborados con las variedades Trepat, Monastrell y Garnacha. Todos estos vinos están
descritos en los apartados 2,1.2, 2.1.3 y 2.1.4.
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Tabla 35. Concentración (mg/L) de los compuestos fenólicos de bajo peso molecular
analizados en los vinos espumosos A de la variedad Parellada .
Parellada Al
V9m V12m V 15 m V18m
Parellada A2
V9m V12m V 15m V 18 m
Ácidos
hidroxibenzoicos
Gálico
Protocatéquico
p-Hidroxibenzoico
Vainillínico
Siríngíco
Ácidos
hidrox ¡cinámicos
0,53
0,51
0,16
n.d.
n.d.
0,61
0,59
0,14
n.d.
n.d.
0,59
0,54
0,13
n.d.
n.d.
0,69
0,65
0,16
n.d.
n.d.
0,66
0,55
0,24
n.d.
n.d.
0,49
0,43
0,12
n.d.
n.d.
0,45
0,53
0,15
n.d.
n.d.
1,02
0,54
0,17
n.d.
n.d.
trans-Cafeico
cis-p-Cu marico
irans-p-Cumárico
Esteres
hidroxicinámicos
cis-Caftárico
trans-Caftárico
cis-Cutárico
trans-Cutárico
trans-Fertárico
Estilbenos
cis-Glucósido de
resveratrol
trans-Glucósido de
resveratrol
Cis-Resveratrol
Otros
Tirosol
Triptofol
Catequina
1,32
0,48
0,52
1,46
10.86
8,64
2.37
0,35
0,58
0,33
0,13
13,36
2,23
n.d.
1,32
0,53
0,54
1,41
9,51
8,27
2,51
0,33
0,56
0,33
0,22
12,52
1,29
n.d.
1,46
0,50
0,51
0,98
9,35
7,33
2,01
0,22
0,46
0,32
0,15
9,82
1,62
n.d.
1,62
0,59
0,60
1,14
10,74
7,71
2,46
0,35
0,75
0,50
0,17
10,00
1,58
n.d.
1,09
0,57
0,58
0,86
21,56
7,47
2.58
0,33
0,82
0,23
0,18
12,42
1,64
n.d.
0,90
0,34
0,35
1,00
15,57
6,71
1,94
0,31
0,49
0,19
0,32
8,22
1,03
n.d.
1,26
0,42
0,42
0,64
13,83
5,95
1,62
0,28
0,49
0,18
0,17
10,95
1,50
n.d.
1,32
0,46
0,48
0,83
20,29
7,15
2.09
0,32
0,40
0,19
0.28
7,60
1,34
n.d.
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Tabla 36. Concentración (mg/L) de los compuestos fenólicos de bajo peso molecular
determinados en los vinos espumosos B, de la variedad Parellada.
Ácidos
hidroxibenzoicos
Gálico
Protocatéquico
p-Hidroxibenzoico
Vatnillínico
Sirineico
V9m
0,38
0,61
0,20
n.d.
n.d.
Parellada Bl
V12m
0,20
0,60
0,17
n.d.
n.d.
V 15 m
0,21
0,73
0,22
n.d.
n.d.
V 1 8 m
0,18
0,57
0,18
n.d.
n.d.
V
0,
0,
0,
n
n
9m
,34
.34
08
.d.
.d.
Parellada B2
V12m
0,51
0,57
0,15
n.d.
n.d.
V 15m
0,25
0.15
0,06
n.d.
n.d.
V I8m
0,27
0,41
0,09
n.d.
n.d.g
Ácidos
hidroxicinámicos
trans-Cafeico
cis-p-Cu marico
trans-p-Cumárico
Esteres
hidroxicinámicos
cis-Caftárico
trans-Caftárico
cis-Cutárico
trans-Cutárico
trans-Fertárico
Estilbenos
cis-Glucósido de
resveratrol
trans-Glucósido de
resveratrol
Cis-Resveratrol
Otros
Tirosol
Triptofol
Catequina
0.55
0,25
0,17
1,64
34,16
6,11
1,92
0,28
0,19
0,24
0,13
12,88
2,11
n.d.
0,60
0,25
0,29
U 3
29,18
5,46
1,72
0,26
0,30
0,29
0,12
11,96
1,87
n.d.
0,91
0,32
0,25
1,46
35,97
6,36
2,00
0,34
0,34
0,26
0,14
11,81
1,93
n.d.
0.91
0,33
0,25
1,32
35,66
5,98
1,88
0,32
0,26
0,28
0,15
12,20
1,76
n.d.
0,64
0,23
0,17
2,28
35,20
4,40
2,82
0,35
0,20
0,21
0,14
9,24
1,45
n.d.
0,83
0,42
0,34
1,32
43,02
4,74
3,27
0,33
0,25
0,24
0,14
12,21
1,03
n.d.
0,54
0,16
0,20
2,17
23,92
3,06
2,18
0,22
0,14
0,23
0,13
5,91
0,69
n.d.
0,96
0.24
0,20
U23
34,55
3,92
2,68
0,35
0.18
0,27
0,14
9,54
1,49
n.d.
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Tabla 37. Concentración (mg/L) de los compuestos fenólicos de bajo peso molecular
determinados en los vinos base y vinos espumosos denominados Tipus.
Ácidos
hidroxibenzoicos
Gálico
Protocatéquico
p-Hidrox ¡benzoico
Vainillíníco
Siríngico
Ácidos
hidroxicinámicos
trans-Cafeico
cis-p-Cumárico
trans-p-Cumárico
Esteres
hidroxicinámicos
cis-Caftárico
trans-Caftárico
cis-Cutárico
trans-Cutárico
trans-Fertárico
Estiibenos
cis-Glucósido de
res veratro 1
trans-Glucósido de
resveratrol
Cis-Resveratrol
Otros
Tírosol
Triptofol
Catequina
Vb
0,62
0,70
0,20
n.d.
n.d.
1.06
0,24
0,16
1,02
24,04
8,49
2,47
0,92
0,39
n.d.
0.18
9.02
1,20
n.d.
V9m
0,69
0,72
0,17
n.d.
n.d.
0,93
0,27
0,22
1,34
16,44
6,08
2,17
0,63
0,37
n.d.
0,19
8,86
n.d.
n.d.
Tipus
V12m
0,84
1,04
0,29
n.d.
n.d.
1,35
0,53
0,30
2,47
21,07
8,61
3,32
0,89
0,58
n.d.
0,18
11,94
n.d.
n.d.
V 15 m
0,68
0,84
0,22
n.d.
n.d.
1,32
0,35
0,27
U l
19,39
6,26
2,66
0,70
0,45
n.d.
0,17
9,38
n.d.
n.d.
V18m
0,70
0,87
0,22
n.d.
n.d.
1,38
0,38
0,27
1,14
20,28
6,89
2,54
0,76
0,46
n.d.
0,17
8,52
n.d.
n.d.
Vb: Vino base; V 9m: Vino espumoso de 9 m; V 12m: Vino espumoso de 12m; V 15m:
Vino espumoso de 15 meses; V 18m: Vino espumoso de 18 meses.
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Tabla 38. Concentración (mg/L) de los compuestos fenólicos determinados en los vinos
base y en los vinos espumosos de la variedad Trcpat.
Ácidos
h id rox i benzoicos
Gálico
Protocatéquico
p-H¡drox¡benzoico
Vainillínico
Siríngíco
Ácidos
hidroxicinámicos
trans-Cafeico
cis-p-Cumárico
trans-p-Cumárico
Esteres
hidroxicinámicos
cis-Caftárico
trans-Caftárico
cis-Cutárico
trans-Cutárico
trans-Fertárico
Estilbenos
cis-Glucósidode
res veratro 1
trans-Glucósidode
res veratro 1
Cis-Resveratrol
Otros
Tirosol
Triptofol
Catequina
Vb
0,71
0,85
0,18
0,59
0,61
1,35
0,28
0,29
0,23
2,86
2,19
0,43
0,10
0,81
0,30
0,23
18,03
1,97
1,11
V9m
0,56
0,71
0,22
0,60
0,72
1,30
0,43
0,39
0,15
3,32
2,53
0,30
0,17
0,61
0,31
0,36
16,78
1,45
1,69
Trepat I
V12m
0,58
0,42
0,16
0f4I
0,71
0,85
0,37
0,36
0,16
1,96
1,74
0,33
0,08
0,45
0,33
0,18
13,14
0,60
0,64
V15m
0,57
0,59
0,16
0,28
0,69
0,83
0,38
0,36
0,16
2,14
1,74
0,33
0,05
0,46
0,33
0,19
14,31
0,91
0,90
V18ra
0,67
0,70
0,29
0,40
0,73
1,09
0,43
0,43
0,13
2,40
2,01
0,26
0,08
0,48
0,33
0,22
17,41
1,34
0.71
Vb
0,55
0,63
0,15
0,45
0,76
0,78
0,27
0,28
0,22
2,35
1,81
0,42
0,15
0,62
0,39
0,24
10,48
2,10
0,89
V9m
0,56
0,51
0,13
0,35
0,68
0,65
0,29
0,27
0,18
1,68
1,43
0,32
0,09
0,41
0 3 3
0,24
13,09
1,34
1,13
Trepat
V12m
0,66
1,06
0,20
0,56
0,77
1,20
0,46
0,40
0,18
2,67
2,19
0,39
0,15
0,60
0,43
0,28
19,14
1,41
1,48
2
V 15 m
0,45
0,51
0,11
0,36
0,70
0,69
0,32
0,29
0,15
1,37
1,41
0.29
0,08
0,41
0,29
0,22
13,18
1,09
1,01
V18m
0,38
0,44
0,11
0,29
0,62
0,62
0,27
0,26
0,05
0,93
0,86
0,20
0,05
0,33
0,38
0,16
8,84
0,82
0,88
Vb: Vino base; V 9m: Vino espumoso de 9 m; V 12m: Vino espumoso de 12m; V 15m:
Vino espumoso de 15 meses; V 18m: Vino espumoso de 18 meses.
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Tabla 39. Concentración (mg/L) de los compuestos fcnóMcos de bajo peso molecular
determinados en los vinos base y en los vinos espumosos de la variedad
Monastrell.
Ácidos
h id ros ¡benzoicos
Gálico
Protocatéquico
p-Hidroxibenzoico
Vainillínico
Síríngico
Ácidos
hidroxicinámicos
trans-Cafeico
cis-p-Cum arico
trans~p-Cumárico
Esteres
hidroxicinámicos
cis-Cafi arico
trans-Caftarico
cis-Cutárico
trans-Cutáneo
trans-Fertárico
Estilbcnos
cis-GIucósido de
resvcratrol
trans-Glucósido de
resveratrol
Cts-Resveratrol
Otros
Tirasol
Triptofol
Catequina
Vb
0,36
0,50
0,08
0,45
0,63
0,10
0,06
0,07
0,25
1,70
1,71
0,86
0,13
0,22
n.d
0,13
18,71
0,88
1,12
V9m
0,53
0,74
0,08
0,70
0,79
0,22
0,15
0,13
0,36
2,74
1,91
0,66
0,14
0,23
n.d
n.d
20,89
n.d.
1,23
Monastrell 1
V12m
0,46
0,30
0,16
0,28
0,62
0,06
0,06
0,06
0,27
1,98
1,44
0,46
0,14
0,22
n.d
n.d
9,01
n.d.
1,46
V15m
0,64
1,02
0,16
1,04
0,92
0,47
0,21
0,15
0,30
3,95
2,37
0,74
0,35
0,27
n.d
n.d
20,65
n.d.
1,57
V18m
0,63
0,90
0,15
0,94
1,01
0,35
0,20
0,15
0,66
3,19
2,11
0,78
0,30
0,30
n.d
n.d
18,36
n.d.
1,51
Vb
1,33
1,66
0,18
1,75
1,17
0,08
0,13
0,12
0,32
2,51
2,58
2,47
0,09
0,29
n.d.
0.18
9,02
0.57
0,89
Monastrell 2
V9m
0,88
1,21
0,13
1,01
1,07
0,19
0,20
0,15
0,20
3,33
2,41
0,52
0,21
0,21
n.d
n.d
16,79
n.d.
0,73
Vl2m
0,72
0,89
0,11
0,82
0,90
0,16
0,17
0,14
0,10
1,89
1,47
0,44
0,13
0,17
n.d
n.d
9,62
n.d.
0,68
V15m
0,93
1,18
0,16
2,36
0,43
0,21
0,24
0,17
0,26
2,69
2,13
0,61
0,24
0,23
n.d
n.d
17,74
n.d.
0,72
V 1 8 m
0,70
0,89
0,12
0,81
0,88
0,16
0,19
0,15
0,12
1,77
1,43
0,39
0.30
0,18
n.d
n.d
12,87
n.d.
0,68
Vb: Vino base; V 9m: Vino espumoso de 9 m; V 12m: Vino espumoso de 12m; V 15m:
Vino espumoso de 15 meses; V 18m: Vino espumoso de 18 meses.
205
Resultados y Discusión
Tabla 40. Concentración (mg/L) de los compuestos fenólicos determinados en el vino
base y en los vinos espumosos elaborados con la variedad Garnacha.
Ácidos
hidroxibenzoicos
Gálico
Protocatéquico
p-Hidroxibenzoico
Vainillínico
Siríngico
Ácidos
hidroxicinámicos
trans-Cafeico
cis-p-Cumárico
trans-p-Cumárico
Esteres
hidroxicinámicos
cis-Caftárico
trans-Caftárico
cis-Cutárico
trans-Cutáneo
trans-Fertárico
Estilbenos
cis-Glucósido de
resveratrol
trans-Glucósido de
resveratrol
Cis-Resveratrol
Otros
Tirasol
Triptofol
Catequína
Vb
1,23
0,46
0,03
0.47
1,00
2,56
0,55
1,45
0,54
10,64
2,72
0,89
0,35
n.d.
n.d.
0,13
9,65
1,33
n.d.
Garnacha
V9m
1,48
0,51
0,01
0,56
0,83
3,51
0,58
1,80
0,31
6,84
0,91
1,64
0,46
n.d.
n.d.
0,24
12,67
3,55
1,43
V12m
1,18
0,76
0,01
0,42
0,81
2,94
0,44
1,45
0,32
9,74
1,94
0,64
0,12
n.d.
n.d.
0,12
10,80
2,78
1,48
Vb: Vino base; V 9m: Vino espumoso de 9 m; V 12m: Vino espumoso de 12 meses.
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De manera general, la concentración de los distintos grupos de compuestos
fenólicos se resume a continuación.
3.7.1.1 Ácidos hidroxibenzoicos
En todos los vinos se han detectado los ácidos gálico, protocatéquico y p-
hidroxibenzoico y en los vinos elaborados con uvas de variedades tintas se han
detectado ademas los ácidos vainillínico y siríngico. Las mayores concentraciones se
han detectado en los vinos 2 de la variedad Monastrell (de 0,12 a 1,66 mg/L) y los vinos
de la variedad Garnacha (de 0,01 a 1,48 mg/L) mientras que en el resto de los vinos
incluso en los elaborados con variedades tintas, se han encontrado concentraciones
menores de 1,04 mg/L. Ibern-Gómez y col. (2000) han detectado en vinos espumosos de
variedades blancas entre 1,8 y 2,21 mg/L de ácidos hidroxibenzoicos, es decir valores
muy próximos a los aquí determinados.
3.7.1.2 Ácidos hidroxicinámicos
Se han detectado en los vinos los ácidos trans-cafeico, y el cis y trans-p-
cumárico. El ácido trans-cafeico, es el que se ha encontrado en mayor concentración en
todos los vinos, entre 0,08 y 3,5 mg/L. La concentración más elevada de este compuesto
corresponde a los vinos elaborados con la variedad Garnacha. Se ha detectado la
presencia de los dos isómeros del ácido p-cumárico, con una concentración
comprendida entre 0,06 y 0,60 mg/L. La concentración de cada uno de estos dos
isómeros es prácticamente la misma en los vinos pertenecientes a la misma variedad,
con excepción de los vinos rosados elaborados con la variedad Garnacha, en los que la
concentración del isómero trans es mayor que la del isómero cis:. Somers y col., (1987),
indican sin embargo, que los confórmeros cis de los derivados hidroxicinámicos, son
mucho más inestables y por tanto, minoritarios en los vinos. Otros autores (Ibern-
Gómez y col., 2000; Betés-Saura y col., 1996), no han detectado el isómero cis del
ácido p-cumárico, ni en vinos base ni en espumosos elaborados con variedades de uvas
blancas. El ácido trans-ferúlico, otro de los ácidos hidroxicinámicos, no se ha
determinado en ninguno de los vinos analizados. Algunos autores indican que de los
ácidos hidroxicinámicos de los vinos blancos, el ferúlico es el que se encuentra en
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cantidades menores (Riberau-Gayón y col., 2000), aunque de Rosa (1988), señala que
es uno de los más importantes en vinos tintos. En vinos espumosos, Ibern-Gómez y col.,
(2000), encuentran este ácido en muy baja concentración. Los ácidos hidroxicinámicos
se encuentran principalmente en la pulpa de las uvas, por tanto, independientemente de
que haya o no maceración con las partes sólidas, la concentración en vinos blancos y
tintos debería ser muy parecida de no ser que se tratara de variedades tintoreras.
3.7.1.3 Esteres hidroxicinámicos
Representan el grupo de compuestos fenólicos más importante, desde el punto
de vista cuantitativo, de los vinos estudiados, excluyendo al tirosol en los vinos
elaborados con uvas tintas. Los vinos espumosos Parellada, y los elaborados con
mezclas de variedades blancas, tienen mayor concentración de estos compuestos, que
los elaborados con variedades tintas. El trans-caftárico es el éster hidroxicinámíco, que
se encuentra en mayor concentración en todos los vinos, entre 0,93 y 10 mg/L, en los
vinos elaborados con variedades tintas, y entre 9,3 y 30,11 mg/L en los elaborados con
variedades blancas. El isómero cis-caftárico, se encuentra en mucha menor proporción
en todos los vinos. El cis-cutárico, es el segundo éster hidroxicinámico que aparece en
mayor concentración en los vinos. La forma trans de este ácido se ha detectado en
menor concentración. Aunque energéticamente los isómeros cís son más inestables, el
hecho de que aparezcan en los vinos indica que hay enzimas implicadas en la formación
de estos compuestos con mayor afinidad hacia la producción de estos isómeros.
Aunque no se ha detectado como ya se ha indicado, el ácido ferúlico libre en
ninguno de los vinos analizados, se ha comprobado la presencia en el vino de
compuestos derivados de éste (apartado 3,3). De todos ellos, e! trans-fertárico, es decir
el éster tartárico del ácido ferúlico, se ha detectado y cuantificado en todos los vinos,
aunque en baja concentración., entre 0,09 y 0,3 mg/L.
3.7.1.4 Estilbenos
Se han detectado en los vinos, el isómero cis de resveratrol y los dos isómeros
correspondientes a las formas glucosiladas. En los vinos elaborados con la variedad de
uva blanca Parellada se han detectado los tres compuestos en concentraciones bastante
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similares entre sí y comprendidas entre 0,12 y 0,75 mg/L. En el vino Tipus, sólo se ha
detectado el cis-glucósido de resveratrol en los vinos base, y no en los espumosos. En
general es mayor el contenido de las formas gíucosiladas que de las formas libres
Goldberg y col., (1995), en más de 600 vinos que analizaron, determinaron en muy
pocos el cis-resveratrol libre, indican que la forma glucosilada se encuentra
fundamentalmente en los hollejos y que las formas libres se producirían por hidrólisis
de estas durante la fermentación.
En los vinos elaborados con la variedad Garnacha se ha detectado la presencia
del cis-resveratrol, pero no de las formas gíucosiladas, a pesar de que estos vinos están
elaborados en rosado y por tanto se ha producido durante un corto periodo de tiemepo la
maceración con los hollejos. El hecho de que sólo aparezca la forma libre, podría ser
debido a que las formas gíucosiladas, principalmente localizadas en los hollejos
(Goldberg, 1995), además de encontrarse en baja concentración, durante la el tiempo de
maceración, podrían hidrolizarse, debido a que estos compuestos estarían en contacto
con diferentes enzimas hidrolíticas que se habrían podido liberar por la rotura de las
bayas durante la prensada.
Los valores de estos compuestos detectados en todos los vinos estudiados, son
en general menores que los que han descrito otros autores en vinos. Este grupo de
compuestos se ha determiando en los vinos en un amplio rango de concentraciones
(Lamuela-Raventós y col., 1995; Goldberg y col., 1996 a y b; Sato y col., 1997, Dietrich
y col., 1999; Ribeiro de Lima y col., 1999, etc). Probablemente el método de análisis
con etapa previa de extracción o no, es una de las razones posibles que algunos autores
(Goldberg y col., 1999), atribuyen para explicar esta gran variación .
3.7.1.5 Otros compuestos
El tirosol es el compuesto fenólico de los analizados que aparece en mayor
concentración en los vinos elaborados con las variedades Trepat, Monastreli y
Garnacha, y el segundo en importancia después del trans-caftárico en los vinos
espumosos de la variedad Parellada, y en los vinos base y espumosos Tipus. Se ha
encontrado en concentraciones entre 7 y 19 mg/L.
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El triptofol se ha detectado en los vinos en menor concentración que el tirosol.
Se ha detectado en todos los vinos base y en los espumosos elaborados con las
variedades Trepat, Garnacha, y Parellada, y sólo en los vinos base elaborados con
Monastrell y en el vino base Tipus, pero no sus respectivos vinos espumosos. La
concentración de este compuesto está comprendida entre 0,57 y 3,23 mg/L. Los valores
más altos se han detectado en los vinos elaborados con la variedad Garnacha.
El tirosol y el triptofol, son los únicos compuestos fenólicos analizados, que se
forman durante la fermentación alcohólica, a partir de los aminoácidos tirosina y
triptófano respectivamente. Se ha encontrado una relación entre la concentración de
estos compuestos y la maceración con los hollejos (Singleton y Trousdale, 1983), así
como con la cepa de levadura (BarceniJla y col., 1989).
La catequina se ha detectado exclusivamente en los vinos elaborados con
variedades tintas, con excepción del vino base de la variedad Gamcha, en un rango de
concentración comprendido entre 0,70 y 1,13 mg/L.
Algunos autores han demostrado la importancia de la maceración en la
extracción de algunos compuestos fenólicos al vino, entre los que se encontrarían no
sólo compuestos flavonoides de los hollejos, sino también otros compuestos
mayoritarios de la pulpa, como los ácidos hidroxicinámicos. Así, Günata y col., (1986)
y Cleynier y col., (1989), han comprobado que tras una maceración pelicular de 4 horas,
la concentración de los ácidos hidroxicinámicos aumenta un 20 %, y la de algunos
compuestos flavonoideos, era tres veces más que sin maceración.
La existencia de mayores concentraciones de catequina en los vinos espumosos
elaborados con la variedad Garnacha que en el vino base del que proceden, puede
deberse a que este compuesto puede encontrarse en el vino base unido al ácido gálico
bajo diversas formas como la galocatequina, 3-galato de catequina, y 3-galato de
galocatequina descritas por Piretti y col. (1976) y Lee y Jaworski (1990) y liberarse
durante la segunda fermentación o el envejecimiento.
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3.7.2 Influencia de diferentes factores en los compuestos fenólicos de bajo peso
molecular de los vinos.
Para conocer la posible existencia de relaciones entre los compuestos fenólicos
de bajo peso molecular detectados en los vinos y las distintas variables estudiadas
(condiciones de cultivo, variedad de uva empleada, y tiempo de envejecimiento con las
levaduras), se ha aplicado el análisis de varianza (ANOVA) mezclando las interacciones
con el término del error, a los datos de los vinos de las variedades Parellada, Trepat,
Monastrell y Garnacha, así como a los de los espumosos que hemos denominado Tipus,
elaborados con mezcla de variedades de uvas blancas. Todos estos vinos están descritos
en los apartados 2.1.2, 2.1.3, y 2.1.4.
El resultado de la aplicación de esta técnica estadística, se resume en la tabla 41,
en la que se indica la existencia o no de diferencias significativas debidas a estas
variables en los distintos compuestos fenólicos de bajo peso molecular determinados.
3.7.2.1 Influencia de las condiciones de cultivo en la composición de los
compuestos fenólicos de bajo peso molecular de los vinos espumosos
elaborados con la variedad Parellada.
Como se puede comprobar en la tabla 41, algunos de los compuestos fenólicos
están influidos significativamente por las condiciones de cultivo. Estos compuestos son
el ácido gálico, el ácido trans cafeico, los dos isómeros del ácido cumárico, los esteres
hidroxicinámicos trans y cis-caftárico, y el cis-cutárico, así como los estilbenos cis-
resveratrol, y el glucósido correspondiente.
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Tabla 41. Variables que influyen en la concentración de los compuestos fenólieos en los vinos estudiados.
Ácidos hidroxibenzoicos
Gálico
Protocatéquico
p-Hidrox ¡benzoico
Vainillínico
Siríngico
Ácidos hidroxicinámicos
trans-Cafeico
cis-p-Cumárico
trans-p-Cumárico
Esteres hidroxicinámicos:
cis-Caftárico
trans-Caftárico
cis-Cutárico
trans-Cutárico
trans-Fertárico
Estilbenos:
cis-Glucósido de resveratrol
trans-Glucósido de resveratrol
Cis-Resveratrol
Otros:
Tirosol
Triptofol
Catequina
Condiciones de
cultivo
*
n.s.
n.s.
n.s
n.s
*
*
*
*
*
n.s.
n.s.
*
n.s.
*
n.s,
n.s
n.s.
an a
*
*
*
*
*
*
*
*
#
*
*
*
*
*
*
n.s.
*
*
Envejecimiento
(Vbase-9m)
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
*
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
*
n.s.
Envejecimiento
(9m-18m)
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
<N
* : Si hay diferencias significativas, n.s: No hay diferencias significativas.
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En la figura 34 se muestran los valores medios y la desviación estandard de
estos compuestos en los vinos base y los espumosos elaborados con las uvas A y B de la
variedad Parellada, respectivamente. Con excepción de los ácidos cis y trans caftárico,
estos compuestos se encuentran en mayor concetracion en los vinos elaborados con uvas
procedentes de viñedos sobreexplotados (vinos A) que en los vinos de uvas procedentes
de viñedos sometidos a las condiones tradicionales de cultivo.
Las diferencias de concentración encontradas en los compuestos fenólicos de los
dos tipos de vinos espumosos estudiados, se muestran en la figura 34. En ella, se
representa en diagrama de barras la concentración media en mg/L, y la desviación
típica, de los compuestos fenólicos influidos significativamente por las condiciones de
cultivo, en los vinos espumosos Parellada B (PB), es decir en los que proceden de viñas
cultivadas según prácticas de cultivo tradicionales, y en los espumosos Parellada A
(PA), es decir, en los procedentes de viñedos sometidos a condiciones de
sobreexplotación, todos ellos correspondientes a 9, 12, 15 y 18 meses de
envejecimiento. Estas diferencias en la composicón fenólica pueden tener implicaiones
en la calidad de los vinos, ya que está ampliamente documentado (Singleton y col.,
1984; Cilliers y Singleton, 1989; Cheynier y col., 1983; Cheynier y col., 1990 etc) que
los ácidos y especialmente los esteres hidroxicinámicos son los principales precursores
de las reacciones de pardeamiento enzimático. Además los ácidos cinámicos junto con
los benzoicos están implicados en la aparición de tonos amarillos más intensos en los
vinos blancos (González y col., 1990). Esto coincide con que los valores de la
intensidad de color calculada por la suma de las absorbancias a 420 y 520 nm (tabla 13),
Parellada A (0,085 de valor medio), que en los Parellada B (0,067 de media), es decir,
los primeros tienen una coloración amarilla más intensa.
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Figura 34. Valores medios de concentración (mg/L) y (±) desviación típica, de los
compuestos fenólicos influidos significativamente por las condiciones de cultivo,
en los vinos espumosos Parellada.
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Figura 34. (Continuación).
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3.7.2.2 Influencia de la variedad de uva empleada en la composición
fenólica de los vinos.
Como se muestra en la tabla 41, la variedad de uva empleada en la elaboración
de los vinos influye en la concentración de todos los compuestos fenólicos
determinados, con excepción del tirosol.
Para comprobar las mayores causas de variación de los compuestos fenólicos se
ha llevado a cabo el análisis de componentes principales con los datos correspondientes
a la concentración de los compuestos fenólicos, en todos los vinos analizados. Se han
obtenido cuatro componentes principales. Las dos primeras explican un 55,83 % de la
varianza total y están correlacionadas positivamente con el cis-caftárico y el cis y el
trans-cutárico. La tercera y cuarta componentes principales explican hasta un 81,88 %
déla varianza y se correlacionan de forma negativa con los ácidos vainillínico y
siríngico.
Se puede observar (Figura 35) que la variable canónica 1, separa a los vinos
elaborados con las variedades tintas, es decir Trepat, Monastrell y Garnacha, de los
elaborados con variedades blancas. La variable canónica 2, tiene valores positivos en los
vinos elaborados con Trepat, Parellada A, y Garnacha, Los valores más altos
corresponden a los vinos elaborados con esta última variedad, por tanto estos tres
grupos de vinos, tienen las concentraciones más altas de los ácidos trans-cafeico y trans-
cumárico. Los vinos elaborados con las otras dos variedades, Monastrell, Parellada B, y
los vinos mezcla de variedades blancas, tienen valores de la componente principal 2
negativos, y por tanto, valores más bajos en la concentración de estos ácidos.
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Figura 35. Representación de todos los vinos estudiados en el plano definido
por las dos primeras componentes principales, a partir de los datos
de los compuestos fenólicos de bajo peso molecular.
3.7.2.3 Influencia del tiempo de envejecimiento
Como se puede comprobaren la tabla 41, ninguno de los compuestos fenólicos
analizados está influido significativamente por el tiempo de envejecimiento entre los 9 y
18 meses. Estos resultados están de acuerdo con Ribereau-Gayón y col., (2000), que
afirman que por muy largo que sea el tiempo de permanencia del vino de Champagne en
contacto con las levaduras, el vino se conserva y envejece perfectamente, sin sufrir
ningún tipo de alteración. Ibern-Gómez y col., (2000), comprobaron que se producía un
pardeamiento de los vinos espumosos después de 15 meses de envejemiento con las
levaduras. Atribuyen este hecho a ia oxidación de compuestos fenólicos, especialmente
los trans y cis-caftárico, tras su liberación de las paredes de las levaduras, en las que se
enontrarían adsorbidos, como consecuencia del proceso de autolisis. Indican que
dependiendo de la variedad de uva, los vinos son más o menos susceptibles, y
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comprueban que la variedad Chardonnay es más susceptible a la oxidación que los
vinos obtenidos por mezcla de variedades típicas del Penedés
3.7.3 Análisis clustei*
Para comprobar si se producen agrupamientos entre los distintos vinos a través
de su composición en compuestos fenólicos de bajo peso molecular, se ha aplicado el
análisis de conglomerados a los datos de los compuestos fenólicos determinados tanto
en los vinos base, como en los vinos espumosos. Se ha utilizado la distancia euclídea al
cuadrado como medida de la semejanza entre las muestras a partir de las variables
estandarizadas, y el método de Ward para la fusión de los grupos. Como puede
comprobarse en el dendrograma resultante de la aplicación de este análisis y que se
muestra en la figura 36, hay dos grandes grupos de vinos, uno de ellos formado por los
vinos elaborados con variedades blancas, y un segundo en el que se incluyen los vinos
elaborados con variedades tintas. Dentro del primer grupo se pueden observar a su vez
otros dos agrupamientos, los vinos espumosos Parellada B por un lado, y otro subgrupo
en el que aparecen los vinos Parellada A, más próximos aJ vino base y a los vinos
espumosos Tipus, elaborados con mezcla de variedades blancas. En el segundo gran
grupo, se pueden hacer claramente dos subgrupos bastante distanciados, el primero
englobaria a los vinos elaborados con las variedades Trepat y Monastrell, que tienen en
común que han sido vinificados en blanco, y el otro corresponde a los vinos elaborados
con la variedad Garnacha, y que han sido vinificados en rosado. Por tanto, el
dendrograma pone de manifiesto, la influencia de la variedad de uva empleada y de las
condiciones de cultivo, ya que los vinos Parellada A, se separan de los Parellada B, y no
se observa ningún agrupamiento debido al tiempo de envejecimeinto, como ya se ha
indicado en la tabla 41.
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Figura 36. Dendrograma de los vinos de distinto tiempo de envejecimiento y elaborados con diferentes variedades de
uvas, a partir de los datos de los compuestos fenólicos de bajo peso molecular. PARA1:Vinos Al de la
variedad Parellada; PARA2: Vinos A2 de la variedad Parellada; TIPUS: Vinos Tipus; TRE1: Vinos 1 de la
variedad Trepat; TRE2: Vinos 2 de la variedad Trepat; MONI: Vinos 1 de la variedad Monastrell; MON2:
Vinos 2 de la variedad Monastrell; GAR: Vinos de la variedad Garnacha.V: Vinos base. 9,12, 15,18: meses
de envejecimeinto.
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3.8 Compuestos antociánicos en los vinos base y espumosos elaborados con
diferentes variedades de uvas tintas.
Se han analizado por HPLC en fase inversa, con detección de diodos alineados
(DAD) en las condiciones descritas en el apartado 2.5 de Materiales y Métodos, los
compuestos antociánicos de los vinos base y vinos espumosos elaborados con las
variedades Trepat, Monastrell y Garnacha, que se describen en el apartado 2.1.3 de
Materiales y Métodos.
Como resultado del análisis de todos los vinos estudiados, se ha confirmado la
presencia de 23 compuestos distintos. En algunos casos no ha sido posible elucidar
totalmente su estructura, y se muestran incluidos dentro del grupo en el que basándonos
en sus características espectrales, cromato gráficas (tiempos de retención), o por la
información bibliográfica disponible, presentan mayores semejanzas, y hace pensar que
pertenezcan a alguno de estos grupos sugeridos.
En la tabla 42 se muestran los antocianos analizados en los vinos estudiados
según su orden de elucción con las condiciones cromatográficas empleadas. Además
aparece el número correspondiente a cada pico en los cromatogramas.
Los antocianos analizados en los vinos se pueden incluir por sus características
químicas en cinco grupos, que son el de glucósidos, glucósidos dehidroxilados,
complejos antociano-procianidina, glucósidos acetilados, glucósidos cumárilicos, y
antocianos complejos. La Vitisina A, presenta características químicas peculiares que
hace que no pueda ser incluida en ninguno de estos grupos.
a-Glucósidos: A este grupo corresponderían las diferentes antocianidinas (parte
aglucona de la molécula de antociano), unidas a la glucosa. Se incluyen dentro del
mismo el delfinidín, cianidín, malvidín, petunidín, y peonidín glucósido, (picos del 1-5).
Su identificación se ha basado en la comparación de sus características espectrales y
tiempos de retención en las mismas condiciones de análisis que los vinos estudiados,
con patrones comerciales.
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Tabla 42 . Relación de antocíanos identificados y vinos en los que se han detectado.
n° de pico
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
Grupo
Glucósidos
Glucósidos
dehidroxilados
Complejos de
antocianos y
procianidinas
Glucósidos acetílados
Glucósidos
cumarílicos
Antocianos complejos
Compuestos
Del fin i din glucósido
Cianidin glucósido
Petunidín glucósido
Peonidin glucósido
Mal vidín-3 -glucósido
Luteolinidina
Fisetinidina
Diosmetinidina
Vitisina A
Complejo antociano-procianidina (I)
Complejo malvidin-catequina
Complejo Antociano-procianidina (II)
Complejo Antociano-Procianidina (HI)
Petunidín acetil glucósido
Peonidin acetil glucósido
Malvidín acetil glucósido
Malvidín caferoil glucósido
Peonidin cumaril glucósido
Malvidín cumaril glucósido
Derivado malvidín-glucosa
Derivado de alto Peso molecular (I)
Derivado de alto Peso molecular (H)
Derivado de alto Peso molecular (III)
Trepat
*
*
nd
*
*
*
nd
nd
•
*
*
*
*
*
nd
*
Vinos
Monastrell
nd
nd
*
*
*
*
nd
*
nd
*
*
*
nd
*
*
nd
nd
*
*
*
nd
nd
Garnacha
•
*
*
*
*
nd
*
nd
*
*
nd
nd
*
*
*
*
*
*
*
*
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b-Glucósidos dehidroxilados: Se caracterizan por la falta de un grupo hidroxilo en el
anillo A de la molécula de antociano, que ha sido sustituido por un hidrógeno. Se
incluyen en este grupo la luteolinidina (pico 6) y fisetinidina (pico 7) cuando la
sustitución del grupo -OH en el C3 o en el C5 de la cianidina, y la diosmetinidina ( pico
8) cuando es en el C3 de la peonidina.
e-Complejos de antocianos y procianidinas : Corresponden a este grupo diferentes
antocianos, que estarían unidos a distintos tipos de catequinas. Incluyen a los
compuestos que hemos llamado, antociano-procianidina (I), malvidín-catequina, y
antociano-procianidina (II), y (III), correspondientes a los picos 10, 11, 12, y 13
respectivamente. Los picos 11, y 12, corresponderían a uniones entre entre el malvidín-
3-glucósido, y la catequina a través de un puente de etilo que daría lugar lugar a dos
dímeros diferentes, según lo establecido por algunos autores (Dallas y col., 1996;
Francia-Ancha y col., 1997). A partir de estos por polimerizaciones sucesivas con otras
moléculas de distintos tipos de catequinas, se irían formando los otros derivados, picos
10 y 13. Todos estos compuestos se caracterizan porque su máximo de absorbancia se
encuentra desplazado hacia la región del azul, y aparecen con mayor frecuencia en
vinos envejecidos (Revilla y col., 1999).
d-Glucósidos acetilados: Este grupo corresponde a los antocianos en los que la glucosa
está esterificada con un ácido orgánico (acético). Incluye al petunidín, peonidín y
malvidín acetil glucósido, (picos 14, 15, y 16). Revilla y col., (1999), determinan este
tipo de compuestos principalmente en vinos jóvenes, e indican que se van perdiendo
durante el envejecimiento.
e-Glucósídos cumarílicos: Corresponden a los antocianos en los que la glucosa está
esterificada con un ácido fenólico (cafeico, o cumárico). Se incluirían en este grupo el
malvidín caferoil glucósido, así como el peonidín y el malvidín cumaril glucósido,
(picos 17, 18, y 19). Al igual que los glucósidos acetilados, parecen ser más
característicos de vinos jóvenes y se perderían durante el transcurso del envejecimiento.
f-Antocianos complejos. En este grupo se han incluido moléculas complejas de mayor
peso molecular y menos polares que eluyen a los mayores tiempos de retención. Dentro
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de este grupo se incluirían el derivado de malvidin-glucosa, y los derivados de alto peso
molecular (I) , (II), y (III), (picos 20, 21, 22, y 23 respectivamente). Este grupo de
compuestos podrían corresponder a distintas condensaciones del maIvidín-3-glucósido u
otros antocianos, fundamentalmente derivados cumarílicos. Es un grupo de compuestos
que no suele aparecer en los vinos, Revilla y col, 1999, encuentran un pico
perteneciente a este grupo, cuando se analizan vinos muy envejecidos. El compuesto
que encuentran ellos se diferencia del peonidín-3-(6-cumaroil) glucósido en que su X
max presenta una desviación hipsocrómica de 15 unidades, e indican que podría
corresponder al compuesto aislado por Fulcrand y col, (1996), del retenido procedente
de la filtración del vino por membranas.
La vitisina A (pico 9), no esta incluida en ninguno de estos grupos porque presenta
características distintas- Este pico, junto con el del malvidín-3 -glucósido, es uno de los
rnayoritarios en todos los vinos estudiados. Su espectro de UV con una X max de 512,
así como el orden de elucción en el cromatograma hace pensar que se trata de este
compuesto, aislado por Bakker y col., (1997), en vinos de Oporto envejecidos. Fulcrand
y col., (1998), encuentran un compuesto con estas características en una solución
sintética, e indican que se formaría por condensación entre el maIvidín-3-glucósido y el
ácido pirúvico, y lo llaman derivado pirúvico del malvidín-3-glucósido. Recientemente
Revilla y col., (1999), han detectado su presencia con el empleo acoplado de HPLC y
detector de espectrometría de masas, e indican que difiere del malvidín-3-glucósido en
68 unidades de masa. Su formación por tanto, actualmente sigue sin conocerse con
certeza.
3.8.1 Concentración de antocianos en los vinos base y espumosos elaborados con
diferentes variedades de uvas tintas.
En la tabla 43, se muestran los valores de concentración en ug/L, de los distintos
antocianos analizados en los vinos base y en los espumosos.elaborados con las
variedades Trepat, Monastrell y Garnacha. Los aspectos más destacados se comentan a
continuación.
Tabla 43. Concentración (ug/L) de los distintos compuestos antocianos en los vinos base y vinos espumosos analizados.
n°
1
2
3
4
5
6
7
8
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
9
Glucósidos
Delfinidín glucósido
Cianidin glucósido
Petunidín glucósido
Peonidín glucósido
Malvidín-3-glucósido
Glucósidos dchidroxilados
Luteolinidina
Fisetinidina
Diosmetinidioa
Complejos antocianos-procianidinas
Complejo antociano-procianidina (I)
Complejo malvidín-catequina
Complejo Anlociano-procianidina (II)
Complejo Anlociano-Procianidina (III)
Glucósidos acetüados
Petunidín acetil glucósido
Peonidín acetil glucósido
Malvidín acetil glucósido
Glucósidos cumarílicos
Maividín caferoil glucósido
Peonidín cumaril glucósido
Malvidín cumaril glucósido
Antocianos complejos
Derivado malvidín-glucosa
Derivado de alto Peso molecular (I)
Derivado de alio Peso molecular (II)
Derivado de alto Peso molecular (III)
Otros
Vilisina A
VB
6,6
3
175,0
119,4
661,3
4,1
9.3
Hazas
5,2
11
nú.
n.d
5.3
4.3
27,6
9.8
6,7
13.7
10,8
21,8
ad.
10
26,6
Trepat
V9m
ad.
a d
ad.
18
157
4.4
8
ad.
ad.
4.3
ad.
ad.
ad.
ad.
6,5
ad.
ad.
ad.
5,5
5,2
ad.
ad.
14,7
V12m
ad.
n.d.
ad.
16
140,9
2,9
7,3
ad.
ad.
5.7
ad.
ad.
ad.
ad.
5
ad.
ad.
ad.
5,9
ad.
ad.
ad.
13,5
V18m
ad.
ad.
ad.
83
59,9
ad.
7,5
ad.
ad.
a d
ad.
n.d
a d
a d
ad.
a d
a d
a d
a d
a d
a d
a d
8,6
VB
a d
a d
a d
30,9
243,6
21.7
15,4
a d
ad.
28.1
11
8.8
a d
5,4
18,2
ad.
ad.
5
4
6,9
ad.
a d
49,4
Monastrell
V9m
ad.
ad.
81
20,8
163,6
8,1
14,6
ad.
ad.
9.1
ad.
ad.
ad.
4,5
10,6
ad.
ad.
3,6
6
6,4
a d
a d
24,8
V12m
ad.
a d
68
25,9
230,1
a d
16.5
a d
a d
10,6
ad.
a d
a d
5,5
13,1
a d
a d
5,3
6
5
ad.
a d
23,4
V18m
ad.
ad.
a d
23,0
166,7
ad.
17.0
ad.
ad.
8,4
ad.
a d
ad.
ad.
71
ad.
ad.
7
6
5
n.d
ad.
19,4
VB
12,5
21,1
35,4
11,7
274,4
ad.
8,5
ad.
74,8
30,7
ad.
ad.
ad.
10,8
17,2
7,1
12,1
28,7
23.7
11.7
27.4
18,1
61,2
Garnacha
V9m
ad.
ad.
91,2
63
662,1
a d
a d
a d
ad.
10.3
3.6
ad.
ad.
9,7
44
a d
22,8
47,4
38,9
21,6
71,2
14,4
66,7
V12m
a d
a d
13,9
5,2
78,9
ad.
a d
ad.
a d
15,9
ad.
a d
ad.
a d
a d
a d
a d
ad.
67,6
a d
ad.
116,5
52.7
3
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3.8.1.1 Glucósidos
Los glucósidos, representan el grupo de compuestos antocianos cuantitativamente
más importante. En los vinos estudiados, se encuentran en un rango de concentración
comprendido entre 910 y 1260 u.g/L, los valores más altos corresponden a los vinos
base, mientras que los vinos espumosos tienen valores más bajos. El Malvidín-3-
glucósído es el más abundante en todos ellos. En el vino base de la variedad Monastrell
solo se han detectado el malvidín y el peonidín glucósido. En los vinos base de las
variedades Trepat y Garnacha se han detectado los cinco glucósidos pero no todos se
han encontrado en los vinos espumosos.
3.8.1.2 Glucósidos dehidroxilados
Los tres glucósidos dehidroxilados luteodinidina, fisetinidina y diosmetinidina,
aparecen en el vino base y en los espumsos elaborados con la variedad Trepat, aunque la
diosmetinidina, únicamente ha sido detectada en el vino base, y no se ha podido
cuantifícar. Ni en el vino base Garnacha, ni en los espumosos correspondientes, se ha
detectado luteolinidina. En estos últimos tampoco se ha detectado fisetinidina. Todos
ellos, aparecen en muy baja concentración, y la suma de las concentraciones
determinadas para los distintos compuestos pertenecientes a este grupo está
comprendida entre 8,5 y 93,4 ug/L, que es la mayor concentración determinada en los
vinos elaborados con la variedad Monastrell.
3.8.1.3 Complejos antociano-procianidina
Los vinos elaborados con la variedad Garnacha presentan la mayor cantidad de
compuestos pertenecientes al grupo antociano-procianidina, y la mayor concentración
de todos los vinos analizados, la suma de los compuestos pertecientes a este grupo es de
135,3 ug/L. Los vinos elaborados con las variedades Trepat y Monastrell, tienen
concentraciones de este grupo de 26,3 y 75,9 (ig/L respectivamente.
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3.8.1.4 Glucósidos acetilados
El peonidín y el malvidín acetil glucósido aparecen en los tres vinos base, sin
embargo, ni en el vino base Monastrell ni en el Garnacha, aparece el pico
correspondiente al petunidin acetil glucósido que tampoco ha sido detectado en ninguno
de los vinos espumosos. El peonidín acetil glucósido no se ha detectado en los vinos
espumosos elaborados con la variedad Trepat. En general los compuestos pertenecientes
a este grupo se han encontrado en muy baja concentración, la más elevada de nuevo
corresponde a los vinos elaborados con la variedad Garnacha, que sumando la
concentración de todos los compuestos de este grupo es de 81,8 ug/L. Después se
encuentran los vinos elaborados con Monastrell y Trepat en concentraciones de 64,4 y
48,7 ug/L, respectivamente.
3.8.1.5 Glucósidos cumarílicos
Los glucósidos cumarílicos, malvidín caferoil glucósido, así como el peonidín y
malvidín cumaril glucósido, aparecen en los vinos base de las variedades Trepat y
Garnacha, el malvidín cumaril glucósido, es el único representante de este grupo que
aparece en el vino base de la variedad Monastrell. En los vinos espumosos, se ha
detectado peonidín y malvidín cumaroil glucósido en los elaborados con Garnacha, en
los Monastrell sólo se ha detectado el malvidín cumaroil glucósido, mientras que en los
Trepat no se ha detectado ninguno de ellos. La suma de concentraciones de los
compuestos pertenecientes a este grupo es de 118 ug/L para los vinos Garnacha y 30,2 y
21,6 ug/L., para los Trepat y Monastrell respectivamente.
3.8.1.6 Antocianos complejos
Este último grupo de compuestos está formado por los antocianos complejos y más
apolares. Se han detectado en todos los vinos base, aunque en mayor concentración en
los vinos de la variedad Garnacha, en los que además aparece el mayor número de
compuestos incluidos en este grupo. La menor concentración en los vinos base, al igual
que sucedía con los glucósidos cumarílicos, se ha encontrado en los elaborados con la
variedad Monastrell que a su vez presentan el número más bajo de compuestos
pertenecientes a este grupo. En los vinos espumosos se han detectado distintos
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compuestos pertenecientes a este grupo, pero es sobre todo en los vinos espumosos
Garnacha, en los que se han detectado mayor número de compuestos y en mayor
concentración. Los valores encontrados para la suma de concentraciones de los
diferentes compuestos de este grupo son de 410 jig/L para los vinos Garnacha, y de 59,3
y 48,6 u.g/L, en los Trepat y Monastrell respectivamente,
3.8.1.7 Vitisina A.
La Vitisina A, es el compuesto cuantitativamente más importante después del
Malvidín-3-glucósido. Aparece en todos los vinos base y en todos los vinos espumosos
analizados. La concentración está comprendida entre 8,6 y 66,7 u,g/L. La concentración
más elevada la presentan los vinos de la variedad Garnacha.
Se podrían resumir las diferencias entre los tres vinos base, en que el vino
Monastrell, presenta en general menos antocianos pertenecientes a los grupos de
glucósidos, glucósidos acetilados, glucósidos cumárílicos, y antocianos de alto peso
molecular. La variedad Trepat, al contrario, es la mas rica en compuestos pertenecientes
al grupo de glucósidos, glucósidos dehidroxilados, y glucósidos cumárílicos. Los vinos
de la variedad Garnacha se caracterizarían fundamentalmente por presentar un mayor
número y concentración de compuestos pertecientes al grupo de complejos antociano-
procianidina, así como de compuestos pertenecientes al grupo de antocianos de alto
peso molecular. Los vinos espumosos, tienen menor concentración en general de todos
los antocianos, excepto los vinos espumosos de la variedad Garnacha, especialmente los
de 9 meses de envejecimiento, que tienen mayor concentración que el vino base de
antocianos glucósidos, Vitisina A, complejos antociano-procianidina, glucósidos
acetilados, glucósidos cumárílicos, y complejos antociano-procianidina. En los vinos
espumosos la variedad Monastrell, este último grupo presenta pocas variaciones
respecto al vino base.
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3.8.2 Evolución de los compuestos antociánicos durante el envejecimiento del
vino con las levaduras.
En las figuras 37, 38 y 39, se representan los cromatogramas correspondientes a
los vinos base y los espumosos de 9, 12, y 18 meses de envejecimeinto de los vinos
elaborados con las variedades Trepat y Monastrell, y los espumosos de 9, y 12 meses,
de los elaborados con la variedad Garnacha.
Como se puede comprobar en los cromatogramas, a los 9 meses se produce una
disminución en la concentración de prácticamente todos los grupos de antocianos en los
vinos procedentes de las variedades Trepat y Monastrell. Es importante resaltar que esta
disminución parece ser mas acusada en los vinos Trepat, en los grupos de gúcósidos,
glucósidos acetilados, glucósidos cumarílicos y antocianos complejos, a pesar de que en
el vino base se encuentran en mayor concentración que en el vino base Monastrell.
Estos útimos vinos presentan sin embargo, una disminución mas acusada de glucósidos
hidroxilados, que además se encontraban en mayor concentración, en el vino base de
partida.
Una posible explicación de la disminución que experimentan todos estos grupos
de antocianos durante los 9 primeros meses de envejecimiento del vino con las
levaduras podría deberse a que se produzcan reacciones de hidrólisis química, como las
que suceden en los vinos tranquilos durante el envejecimiento. Otra posible causa de la
disminución en este tipo de compuestos durante este periodo de tiempo podría ser su
adsorción a las paredes de la levadura. Algunos autores han dado esta explicación para
dar respuesta a la disminución de algunos compuestos fenólicos que se produce durante
el envejecimiento biológico de algunos vinos de la zona Jerez (Barón y col., 1997;
Cortés y col., 1997; Fabíos y col., 2000). Este tipo de adsorción a las paredes de las
levaduras ha sido confirmada para otro tipo de compuestos como esteres o ácidos grasos
del vino (Lafon-Lafourcarde y col, 1984, Herráiz, 1989).
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15.0 20.0 25.0 30,0 35-0 40.0 450
5.0 10.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0
Figura 37. Cromatogramas correspondientes a los compuestos antociánicos
analizados en los vinos elaborados con la variedad Trepat. a) Vino base;
b) Vino espumoso de 9 meses; c) Vino espumoso de 18 meses.
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15.0 20.0 25.0 300 35 0 40.0 «5.H 50.0 550
10.0 15.0 20.0 2S.0 30.0 35 0 40.0 15 fl 50.C 55.0
10.0 15.0 20 0 25.0 30.0 35.0 «0.0 45.0 50.0 55.0
Figura 38. Cromatogramas correspondientes a los compuestos antociánicos
analizados en los vinos elaborados con la variedad IVIonastrell a) Vino
base; b) Vino espumoso de 9 meses; c) Vino espumoso de 18 meses.
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10.0 15.0 20.0 25 0 30 0
Mlnulo
36.0 40.0 45.0 50.0 55 0
b)
5.0 10.0 15.0 20.0 J5 0 30 0 35.0 4O.0 45 0 50.0 55 0
5.0 10.0 15.0 20.0 35.0 30.0 3S.0 40.0 45.0 50.0 55.0
Figura 39. Oomatogramas correspondientes a los compuestos antociánícos
analizados en los vinos elaborados con la variedad Garnacha, a) Vino
base; b) Vino espumoso de 9 meses; c) Vino espumoso de 12 meses.
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La vitisina A, también disminuye durante este periodo en los vinos elaborados
con las variedades Trepat y Monastrell, siguiendo la tónica del resto de grupos
anteriormente citados. Sin embargo, en los vinos espumosos elaborados con la variedad
Garnacha experimenta un aumento durante este periodo. Revilla y col., (1999), indican
que este compuesto aunque aparece en vinos jóvenes, es uno de los más abundantes en
los vinos envejecidos. Como este comportamiento, es contrario al que ocurre con otros
monómeros de antocianina, que después de varios meses disminuyen su concentración,
determinan que en los vinos envejecidos la Vitisina A es mayoritaria, porque no
experimenta variaciones durante este tiempo.
Los complejos antociano-procianidina, disminuyen durante este periodo, en los
vinos elaborados con todas las variedades, esto podría deberse a que se trata de
asociaciones poco estables químicamente, a hidrólisis enzimática, o por adsorción a las
paredes de las levaduras.
Los vinos espumosos de 9 meses elaborados con la variedad Garnacha,
presentan un comportamiento atípico comparado con los elaborados con las otras
variedades. En estos vinos, durante los 9 primeros meses de envejecimiento, se va a
producir un aumento en todos los grupos de antocianos, excepto el de glucósidos
dehidroxilados, que ya presentan muy baja concentración en el vino base, y el grupo de
complejos antocianos-procianidinas, en el que si se produce una gran disminución
durante este periodo.
En el cromatograma correspondiente al vino base Garnacha (Figura 39), se
puede observar, un pico ancho y bastante grande que eluye al final del cromatograma, y
no ha sido cuantificado, con un tiempo de retención de aproximadamente 45 min, y que
correspondería a antocianos complejos, formados por distintas uniones entre un
antociano y otros flavonoles, y que tiene un máximo de absorbancia a más de 500 nm en
la zona del rojo. A los 9 meses sin embargo, este pico ha disminuido, a pesar de que el
resto de grupos antocianos han experimentado un aumento. Esto podría deberse a que
durante este tiempo se ha producido una hidrólisis de este tipo de antocianos complejos,
liberando otros mas sencillos que serían los responsables del aumento que se observa a
los 9 meses. En los vinos procedentes de las otras variedades, el pico correspondiente a
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estos antocianos complejos con absorbancia en el rojo es muy pequeño. Esto podría ser
debido al tipo de elaboración de los vinos Trepat y Monastrell. Estos vinos han sido
vinificados en blanco, y por tanto no se ha producido la maceración con los hollejos,
con lo que se extraerían menos compuestos antocianos, y el pico que aparece al final de
estos cromatogramas es ostensiblemente menor que el del vino base elaborado en
rosado. La hidrólisis de este tipo de compuestos en los vinos base Garnacha, al estar en
gran concentración supondría un notable aumento de los diferentes antocianos, que es lo
que se observa durante este periodo.
Se puede comprobar en los cromatogramas de los diferentes vinos, que se sigue
produciendo una disminución de todos los compuestos a partir de los 9 meses, aunque
no de manera tan acusada como durante los 9 primeros meses de envejecimiento. En los
vinos espumosos de la variadad Trepat (Figura 37) se produce una pequeña
disminución en todos los grupos de antocianos entre los 12 y 18 meses, mucho menor
que la experimentada entre el vino base y los vinos de 9 meses de envejecimiento. En
los cromatogramas de 12 y 18 meses, se puede observar además de la disminución del
área de los picos, la práctica desaparición de todos ellos a los 18 meses de
envejecimiento, únicamente permanecen aún en el vino el peonidín y malvidín
glucósido, (picos 4 y 5) así como la vitisina A (pico 9), que como ya se ha comentado
anteriormente, parecen tener una gran resistencia al envejecimiento. Estos dos
glucósidos siguen estando presentes aunque en baja proporción, debido a que los vinos
de esta variedad poseen la mayor cantidad, por tanto aunque han disminuido bastante,
siguen estando presentes. El malvidín-acetil-glucósido, malvidín-caferoil.glucósido, y el
malvidín-cumaril-glucósido, (picos 16, 17, y 19) se han podido llegar a identificar,
aunque se encuentran en cantidades traza en estos vinos, y por tanto no se han podido
cuantificar.
En el vino Monastrell (figura 38), se puede comprobar como durante este
periodo, se ha producido una disminución pero menos acusada que en el caso anterior,
incluso los glucósidos cumarílicos aumentan ligeramente a partir de 9 meses, aunque
debido a la muy baja proporción en la que se encuentran, estos aumentos son poco
importantes. Se puede comprobar que a los 18 meses siguen apareciendo los glucósidos
petunidín, peonidín y malvidín, (picos 3, 4, 5), la fisetinidina, (pico 7), la vitisina A
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(pico 9), el malvidín-catequina, (pico 11), y el peonidín y malvidín acetil glucósido
(picos 15 y 16).
Los vinos de la variedad Garnacha (Figura 39), como se ha comentado en el
apartado anterior, presentan un comportamiento distinto a los otros vinos durante los 9
primeros meses de envejecimiento, en el que experimentan aumentos en casi todos los
grupos de antocianos. A los 12 meses, sin embargo, se ha producido una disminución en
casi todos ellos. En el cromatograma correspondiente a este tiempo se puede comprobar
que la escala de absorbancias (eje X), ha experimentado una notable disminución. Los
picos correspondientes a los glucósidos, petunidín, peonidín, y malvidín (picos 3, 4, y
5), han disminuido mucho, la malvidín-catequina (picol 1) sigue apareciendo, pero es
importante resaltar que han desaparecido todos los glucósidos acetilados y cumarílicos,
que sí estaban presentes en el vino de 9 meses. Los que no han experimentado cambios
durante este periodo, e incluso presentan pequeños aumentos, como se muestra, son el
derivado de malvidín-glucosa (pico 20), así como el derivado de alto peso molecular III
(pico 23). A su vez, se puede comprobar que el pico que eluye al final del
cromatograma, que parece corresponder a antocianos con alto peso molecular y con
absorbancia en el rojo ha aumentado. Otro hecho que se produce es que entre el pico 11,
correspondiente a la malvidín-catequina, y el pico 20 que es uní derivado de malvidín-
glucosa, aparecen otros muchos picos de pequeño tamaño, que no corresponden por sus
características espectrales a ningún acetil o cumaril-glucósido, y que presentan en
cambio características espectrales más parecidas a las que tendrían combinaciones entre
antocianos y procianidinas, que se formarían a partir de 9 meses, ya que no están
presentes en los vinos con este tiempo de envejecimiento.
Se podrían resumir los cambios producidos en los distintos grupos de antocianos
analizados en vinos espumosos de más de 9 meses de envejecimiento con levaduras, en
que en general se va a producir una disminución de todos estos compuestos durante este
periodo, aunque de manera menos brusca que durante los 9 primeros meses. La
disminución es mayor o menor, dependiendo de la variedad de uva de origen. En los
vinos de Trepat, la pérdida es muy rápida y a los 18 meses prácticamente han
desaparecido todos estos compuestos. En los Monastrell la desaparición es mucho más
lenta, y a los 18 meses, conservan todavía muchos de los antocianos presentes en el vino
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base. En los vinos de Garnacha, hay algunos grupos que siguen aumentando como el de
antocianos-procianidinas y antocianos complejos de alto peso molecular.
3.9 Determinación de los parámetros de color en los vinos base y espumosos
elaborados con variedades tintas.
La medida de los compuestos fenólicos no da una idea exacta del color final del
vino por lo que es necesario determinar esta cualidad mediante un método objetivo,
fiable y preciso. Existen diversos métodos, propuestos para evaluar el color (cálculo de
los valores triestimulares, método rápido de Sudraud, 1958, etc). Se ha empleado el
método de Glories, que se basa en el cálculo de diferentes parámetros que son la
intensidad, tonalidad, % de amarillo, % de rojo, y % de azul, obtenidos tras la medida
directa en el vino de las absorbancias a tres longitudes de onda diferentes, 420, 520, y
620nm. El cálculo de estos parámetros se detalla en el apartado 2.6 de Materiales y
Métodos.
En la figura 40, se representan en diagrama de barras los distintos parámetros
que definen el color, en los distintos vinos base y vinos espumosos de 9 meses
estudiados. Sólo se han incluido los vinos espumosos de 9 meses ya que como hemos
visto en el apartado 3.8.2 es durante estos primeros 9 meses en los que se van a producir
los mayores cambios en los compuestos antocianos, y son este grupo de compuestos los
que van a influir en estos parámetros. Los valores de intensidad de color y tonalidad,
están multiplicados por 100, para poder comparar más fácilmente todos los datos.
3.9.1 Intensidad colorante
La intensidad colorante, es mayor en el vino base de la variedad Monastrell. El
vino base de la variedad Garnacha que es el único elaborado en rosado, tiene sin
embargo, la menor intensidad. Esto es debido a que aunque la absorbancia a 520, es la
mayor de todos los vinos estudiados, la absorbancia correspondiente a 420, es la más
baja, y por tanto la suma da el valor más bajo. A los 9 meses se produce una
disminución en este parámetro en todos los vinos, mayor en el vino de la variedad
Monastrell. También esta disminución es muy importante en el vino de la variedad
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Garnacha a pesar de que durante este periodo, como se ha visto en el apartado 3.8.2,
están aumentando casi todos los grupos de antocianos, por tanto los antocianos no serían
los únicos responsables de la intensidad de color en los vinos.
3.9.2 Tonalidad
La tonalidad, da idea del matiz de color del vino. Valores altos expresan un
cambio hacia el amarillo, es decir hacia tonos anaranjados, tejas, marrones, con un
aumento de la absorbancia en la región de los 400 nm. Valores bajos de este parámetro
indican ausencia de estos tonos, y por tanto, características de vino joven.
En general los valores obtenidos para este parámetro en los vinos estudiados son
mucho mas altos de los que corresponderían a un vino joven, teniendo en cuenta que en
estos vinos el valor de tonalidad está en torno a 0,5 (50, al multiplicarlo por 100). Todos
los vinos estudiados sobrepasan bastante este valor. El valor más elevado lo presenta el
vino base de la variedad Trepat, con 131, mientras que el Garnacha, presenta un valor
bastante parecido, 125. El vino Monastrell es ei que tiene el menor valor, 93,5. Estos
valores indican que todos estos vinos presentan una importante componente de tonos
anaranjados. A los 9 meses se produce un aumento de este parámetro en los vinos
espumosos de las variedades Monastrell y Trepat. Este aumento es mucho mayor en este
último caso, en el que se alcanza un valor de 208, mientras que es menor en el
espumoso de la variedad Monastrell, que lo hace hasta 132. El vino espumoso Garnacha
tiene un comportamiento distinto, y se produce un aumento en este parámetro durante
estos primeros 9 meses. Esto estaría de acuerdo con lo comentado en la sección (xx), en
la que se comprobó que los antocianos disminuían desde el vino base a los 9 meses en
los vinos Trepat, y Monastrell, y las disminuciones eran más importantes en este último
caso, mientras que en los vinos Garnacha se produce un aumento que repercute en una
mayor tonalidad. Por tanto, la evolución de este parámetro es similar a lo que ocurre con
los antocianos del vino, mientras que la intensidad colorante no sigue este
comportamiento.
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3.9.3 Porcentaje de rojo
El porcentaje de rojo, indica la contribución de la componente roja al color final
del vino, y da una idea de si el vino es o no joven. Un alto porcentaje de rojo es
indicativo de vinos jóvenes, mientras que esta componente va disminuyendo según
envejece el vino. El porcentaje de rojo para los vinos base Trepat y Garnacha es
bastante similar aproximadamente 41, y para Monastrell, un poco más elevado, 48. A
los 9 meses, mientras que en los vinos Trepat y Monastrell hay una disminución de
alrededor de 10 unidades, en el vino Garnacha se produce un pequeño aumento de este
parámetro. Esto último de nuevo coincide con el aumento de antocianos encontrado a
los 9 meses en esta variedad, como ya se comentó en la sección anterior
3.9.4 Porcentaje de amarillo
El porcentaje de amarillo evalúa la contribución de la absorbancia en la región
de los 400 nm al color total del vino, al igual que la tonalidad. Estos dos parámetros se
hallan por tanto altamente correlacionados (Gómez-Cordovés y González-Sanjosé,
1995). Se puede comprobar que el porcentaje de amarillo es bastante similar en los
vinos base de Trepat y Garnacha, y algo menor en los Monastrell. Durante los primeros
9 meses, se produce una evolución similar a la comentada para la tonalidad, un aumento
en los vinos espumosos de Trepat y Monastrell, y una disminución en los vinos
Garnacha, que obviamente es lo contrario de lo que ocurría con el porcentaje de rojo.
3.9.5 Porcentaje de azul
En cuanto al porcentaje de azul, los valores son mucho más bajos que para las
otras componentes. Esta contribución es menor en los vinos base de la variedad Trepat
que en los Monastrell y Garnacha, que son similares entre ellos. A los 9 meses
presentan comportamientos distintos, así el vino espumoso de la variedad Trepat
experimenta un aumento, mientras que en los de las variedades Garnacha y Monastrell
se produce una disminución. Este comportamiento es semejante al que se produce en la
componente amarilla y contrario al que experimenta la componente roja. Por tanto el
aumento de la componente roja, se produce a consta de una disminución en las
componentes amarilla y azul. El aumento que se produce a los 9 meses en los vinos
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espumosos de la variedad Garnacha coincide con el aumento de todos los grupos
antocianos, excepto con los glucósidos dehidroxilados y los antocianos complejos de
alto peso molecular, que por tanto podrían contribuir principalmente a la componente
azul.
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Parámetros de color en los Vinos base.
Monastreil
Variedad Garnacha Tx100
ICxlOO %AMA
%ROJO
•iddOO
•%AMA
a%ROJO
a%AZUL
•dA%
">Tx1OO
Parámetros de color en los vinos espumosos de 9m
250
200
150
100
50
• 10x100
•%Ama
a%Rojo
°%Azul
•dA%
•TxlOO
ICxlOO %Arna
Variedad Parámetros de
color
Figura 40. Parámetros de color en los vinos base y en los espumosos de 9
meses elaborados con las variedades Trepat, Monastreil y
Garnacha.
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Se podrían resumir los cambios que se producen durante los primeros 9 meses de
envejecimiento, en una disminución de la intensidad colorante en todos los vinos
espumosos, independientemente de la variedad de uva empleada en su elaboración. El
comportamiento que presentan los demás parámetros es distinto sin embargo
dependiendo de la variedad de uva. Los vinos de las variedades Trepat y Monastrell,
presentan un comportamiento bastante similar, y experimentan una disminución en el
porcentaje de rojo, que se traduce en aumento de la tonalidad y de los porcentajes de
amarillo y azul. En los vinos de la variedad Garnacha el comportamiento es al contrario,
un aumento del porcentaje de rojo, y una disminución de la tonalidad y de los
porcentajes de amarillo y azul.
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3.10 Análisis de las características espumantes de vinos base y vinos espumosos
En el siguiente apartado se van a estudiar las características espumantes en
diferentes vinos base y vinos espumosos. Se comprobará la influencia de las variables cepa
de levadura empleada durante la segunda fermentación, adición de bentonita en el licor de
tiraje, empleo de variedades tintas vinifícadas en blanco, y en rosado, así como la influencia
de las condiciones de cultivo de !a variedad Parellada. Además se evaluará la idoneidad del
empleo de mezclas de vinos base elaborados con variedades tintas y blancas en las
características espumantes de los vinos espumosos.
3.10.1 Análisis de las características espumantes de los vinos elaborados con
diferentes cepas de levadura, y con adición o no de bentonita en el licor de
tiraje.
Para el estudio de las características espumantes de los vinos durante la segunda
fermentación y el envejecimiento en botella se utilizó el equipo que se describe en el
apartado 2.7.1 diseñado en el Instituto de Fermentaciones Industriales. Los valores que se
han medido son la altura a la que la espuma se estabiliza {Hm) y la desviación estándar de
la altura de la espuma (sd300). No se dan los valores de la altura del pico de espuma en los
vinos (Hpico), ya que en algunas muestras no se pudo determinar correctamente por
saturarse el detector por la presencia de CO2. En un trabajo previo en el que se utilizó este
método para la medida de la calidad espumante de los vinos (Moreno-Arribas y col., 2000)
se encontró que Hpico y Hm se relacionaban linealmente, lo que no hace imprescindible su
medida.
En la tabla 44, se muestran los valores de Hm y sd300y determinados por Martínez-
Rodríguez, (2000), y obtenidos de tres medidas en cada uno de los vinos elaborados con las
diferentes cepas de levadura, y con adición o no de bentonita en el licor de tiraje.
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Tabla 44. Valores de Hplato y v/, en el vino base, y en los vinos espumosos de distinto
tiempo de envejecimiento elaborados con las diferentes cepas de levaduras,
y con adición o no de bentonita en el licor de tiraje.
Cepa
EC1118
IFl-473
IFt-475
P-29
J
Tiempo
(días)
Vino Base
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
20
40
90
180
270
365
H plato
(mV)
c
390,8
299,8
360,4
312,9
278,7
341
473,2
323,8
353,7
459,4
303,5
292,2
420,9
393,4
318,2
481,1
306,9
318
452,2
353
343,2
431,2
330,8
352,8
492,2
330,1
352,2
330,7
345,7
334,8
s
480,3
563,4
484
376,7
538,9
482,7
501,5
500,3
438,4
427,2
496,2
503,2
538,7
493,3
430,3
496,4
526,3
469,4
509,2
491,2
409
513,1
530,8
480,7
489
495,9
371,7
401,5
516,7
455,7
516,7
c
17,6
2,4
4,7
2,9
2,3
2,9
28,3
2,8
3,7
14,1
1,3
1,4
5,8
19,9
2,6
15,1
2
2,6
35,7
4,5
3
15,2
2,2
8,4
33,8
10,5
4,3
3,1
5,7
8,5
s
17,8
23,7
15.2
6,1
19
19,6
13,1
25,5
11,1
12,3
18,6
23,8
14,7
29,1
5,5
14,7
19,3
23,1
15
27,6
13,2
24,5
21
21,7
13
30,1
13,2
8
19,7
15,9
14,1
* c = con adición de bentonita, s = sin adición de bentonita.
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Para comprobar que factores de los estudiados, cepa de levadura, adición de
bentonita, y tiempo de envejecimiento, influían más en las características espumantes de los
vinos {Hm y sd300), se llevó a cabo un análisis de varianza de dos factores con los valores
correspondientes al Hm y sd300, mezclando las interacciones y el término del error. El
resultado de este análisis (datos no mostrados), concluyó que el empleo de bentonita y el
tiempo de envejecimiento influían significativamente en las características espumantes de
los vinos, mientras que el empleo de diferentes cepas de levadura no afecta a las
características espumantes.
En la figura 41, se representan en diagrama de barras los valores correspondientes a
la Hm, y la scfoOQ, junto con la desviación típica en cada periodo de tiempo, para los vinos
sin y con bentonita (a y b, respectivamente), una vez comprobado que la cepa de levadura
no influye en estos parámetros. Los valores de sd, se han multiplicado por 10, para facilitar
la visión de los datos utilizando la misma escala. Se puede comprobar que los vinos
elaborados sin adición de bentonita presentan características espumantes superiores a los
vinos elaborados con adición de bentonita. En los vinos elaborados sin bentonita, en los
primeros 20 días de la fermentación, se produce un pequeño aumento de la Hm, mientras
que en los elaborados con bentonita se produce una disminución. Durante e!
envejecimiento, entre los 40 y 90 días continúa disminuyendo, en ambos tipos de vinos. A
los 180 se obtienen los valores más altos, y a partir de aquí, se produce una nueva
disminución a a los 270 y 365 días de envejecimeinto.
Salvo alguna excepción, al igual que la Hmy como se puede comprobar en la figura
41, la sd300 de la espuma es mayor en los vinos elaborados sin bentonita que en los vinos
correspondientes elaborados con bentonita. La sd300, indica el tipo de espuma que presenta
el vino, así altos valores de este parámetro, se corresponden con una espuma con grandes
fluctuaciones y más vigorosa. La tendencia de evolución con el tiempo es análoga en
ambos grupos de vinos. Los valores de sd300 son mayores a los 20 días después del tiraje,
disminuyen a los 40 días y aumentan posteriormente.
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VB
a) Vinos sin bentonita
V20d V40d V90d V180d V270d V365d
IH plato (mV) BsdXIO
b) Vinos con bentonita
VB V20cl V40d V90d V180d V270d V365d
IH plato (mV)"sdx 10
Figura 41 Valores medios y (±) desviación estándar de la H plato (m V), y sd, en los
vinos a) con bentonita, y b) sin bentonita, en los diferentes tiempos de
enveier ¡miento.
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Resumiendo los resultados del análisis de las características espumantes, se puede
concluir que el empleo de bentonita en la solución de tiraje, a pesar de la baja
concentarción que se añade, afecta a las propiedades espumantes de los vinos. Algunos
autores han señalado que la bentonita puede afectar a la permanencia de la espuma en vinos
de Champagne (Senée y col, 1998). El tiempo de envejecimiento del vino con las
levaduras también va a afectar a las características espumantes de los vinos. Después de
180 días de envejecimiento en presencia de las levaduras, la Hm de espuma aumenta, lo que
coincide con la detección en el vino de los productos de la autolisis de las levaduras.
Diferentes autores (Maujean y col., 1990; Pueyo y col., 1995, Andrés-Lacueva y col., 1997)
han señalado que el envejecimiento de los vinos con las levaduras contribuye a mejorar la
calidad de la espuma.
No se observan variaciones importantes entre la calidad de la espuma de los vinos
elaborados con cepas diferentes de levadura.
3.10.2 Estudio de las características espumantes de los vinos elaborados con las
variedades de uvas tintas Trepat, Monastrell y Garnacha. Cambios durante
la segunda fermentación y el envejecimiento con las levaduras desde 9 a 18
meses.
Para el estudio de las características espumantes de los vinos base y de los vinos
espumosos durante la segunda fermentación y el envejecimiento con las levaduras, se
utilizó el mismo equipo del apartado anterior. Los parámetros que se han medido son la
altura máxima de pico (H pico), la altura a la que la espuma se estabiliza {Hm), y la
desviación estándar de la altura de la espuma (sd 300), parámetros que se han descrito
también en el apartado 2.7.1
En la tabla 45, se muestran los valores correspondientes a los tres parámetro estudiados
en los vinos base, y en los vinos de 9 y 18 meses de envejecimeinto, en el caso de los vinos
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Trepat y Monastrell, y a los 9 y 12 meses de envejecimiento, en los vinos elaborados con la
variedad Garnacha. Los valores, son los correspondientes a la medida de tres
gasificaciones por muestra.
Como se puede comprobar en la tabla 45, los vinos base Trepat tienen una gran
dispersión en el parámetro Hpico, que disminuye sin embargo en los vinos espumosos. Los
vinos base y espumosos Garnacha tienen mayores valores de Hpico que los otros dos vinos.
La Hm es mayor también en los vinos Garnacha, excepto en el vino base, en el que este
parámetro es mayor en los vinos base elaborados con Trepat. Los vinos Garnacha, de
nuevo, son los que tienen valores más altos del parámetro sd300. Los menores valores de
sd300, los tienen los vinos espumosos Trepat, seguidos de los vinos base y espumosos
Monastrell. Los vinos base Trepat presentan mayores valores de sd300, que los vinos
espumosos respectivos.
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Tabla 45 Valores de Hpico, Hmy sd¡ en los vinos base, y en los vinos espumosos de
distinto tiempo de envejecimiento elaborados con diferentes variedades de
uvas tintas.
Vinos
Trepat 1
Tiempo
(meses)
V base
9m
18m
H pico
(mV)
820,5 ±234,9
269,37 ±8,34
322,53 ± 60,44
48!
234
247
Hm
(mV)
,57±17,71
,20 ±1,60
,80 ± 6,97
sd
15,90
1,87
2,10
300
±2,57
±0,38
±030
V base 779,0 ± 62,23 485,43 ±61,03 19,63 ± 4,03
Trepat 2 9 m 302,20 ± 17,06 262,70 ± 5,84 1,77 ± 0,38
18 m 313,60 ±44,82 262,20 ± 1,93 2,17 ±0,12
V base 247,03 ± 12,66 202,43 ± 8,02 7,53 ± 0,25
Monastrell 1 9m 261,50 ±22,52 229,00 ± 10,78 5,50 ± 1,30
18 m 263,47 ± 42,20 176,30 ± 5,88 3,10 ± 0,46
V base 195,90 ± 19,75 141,03 ± 7,25 8,2 ± 4,25
Monastrell2 9m 237,40 ±21,75 158,10± 1,10 2,73 ± 0,21
18m 242,13±24,76 196,10 ± 19,69 3,10±0,46
V base 1267,5* 393,67 ± 37,07 21 ±6,5
Garnacha 9 m 955,00* 413,9 ± 25,91 23,30 ± 2,95
12 m 649,8 ± 214,9 433,40 ± 25,9 28,50 ± 4,33
*Una sola gasificación.
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En la figura 42, se muestra la evolución de estos tres parámetros en los vinos
elaborados con las variedades Trepat y Monastrell durante la segunda fermentación y el
envejecimiento.
Como puede observarse en la figura 42a, la evolución de Hpico es diferente en los
vinos Trepat que en los MonastrelL Los vinos base Trepat, tienen valores de este paramero
mayores que los Monastrell. Durante la segunda fermentación y 9 meses de envejecimiento,
se produce una brusca disminución de este parámetro en los vinos elaborados con la
variedad Trepat, mientras que en este periodo de tiempo los valores iniciales de este
parámetro, prácticamente no varían en los vinos Monastrell. Esto hace que a los 9 meses,
los valores de Hpico sean muy parecidos en los vinos elaborados con una u otra variedad. A
los 18 meses apenas se producen variaciones en la Hpico en ninguno de los vinos,
manteniendo valores similares a los de 9 meses.
En la figura 42b, se representa la evolución del parámetro Hm. De nuevo, el
comportamiento de los vinos elaborados con las dos variedades es diferente y muy similar
al comentado anteriormente para la Hpico, lo que estaría de acuerdo con Moreno-Arribas y
col, (2000) que como ya se ha comentado, encontró una relación lineal entre estos dos
parámetros. Los vinos base Trepat tienen valores de Hm mayores que los Monastrell
Durante la segunda fermentación y el envejecimiento, se produce una disminución muy
acusada en los primeros, mientras que en los Monastrell prácticamente no varían. A los 18
meses, como ya ocurriera con la Hpico^ no se observan variaciones significativas en este
parámetro.
La evolución del parámetro sd300, puede observarse en la figura 42c. De nuevo,
los valores más altos de este parámetro los presentan los vinos base Trepat, aunque las
diferencias con los Monastrell son menos acusadas que en los anteriores parámetros.
Durante la segunda fermentación y el envejecimiento, se produce una muy brusca
disminución de la sd300 en los vinos Trepat. También se produce una disminución en los
Monastrell, pero menos acusada. A los 9 meses, todos los vinos tienen valores similares, o
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algo mayores en los Monastrell, esta pequeña diferencia se atenúa a los 18 meses, ya que
todos los vinos tienen entonces valores similares entre si, y prácticamente iguales que los
de 9 meses.
En la figura 43, se representa la evolución de los parámetros Hpico, Hm y sd 300,
desde el vino base hasta el vino espumoso de 12 meses elaborado con la variedad
Garnacha. La Hpico, disminuye durante todo este tiempo de manera progresiva. Este
mismo comportamiento lo tienen los vinos elaborados con la variedad Trepat, en los que
esta disminución se produce hasta los 9 meses de envejecimiento. Sin embargo, la Hm
permanece prácticamente constante en estos vinos durante la segunda fermentación y el
envejecimiento, mientras que en las muestras elaboradas con Trepat, presentaba un
comportamiento similar al de H pico. El parámetro sd 300 también se comporta de manera
distinta al de los otros vinos, y experimenta un ligero aumento durante este periodo de
tiempo.
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Figura 42. Evolución de los parámetros H pico, H m y sd 300, durante la segunda
fermentación y el envejecimiento en los vinos elaborados con las
variedades Trepaty Monastrell.
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Figura 43. Evolución de los parámetros H pico, II ni y sd 300, en los vinos
elaborados con la variedad Garnacha.
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Algunos autores, han encontrado una relación entre las propiedades espumantes de
los vinos, y el contenido de algunos compuestos como las proteínas y péptidos (Maujean y
col, 1990; Malvy y col, 1990; Pueyo y col., 1994, Andrés-Lacueva y col, 1996). Este tipo
de compuestos estabilizan la espuma, bien porque se adsorben al CO2, , o bien, porque se
forman agregados micelares que pueden encapsular CO2 en su interior (Pueyo y col., 1996).
La suma de los valores de nitrógeno proteico y peptídico, que por tanto es una medida
indirecta de la cantidad de proteína presentes en los vinos, se ha comentado en el apartado
3.5.3. Como se ha comprobado, el vino base y los vinos espumosos elaborados con la
variedad Garnacha, tienen mayor concentración de nitrógeno proteico y péptidico que los
vinos elaborados con las otras dos variedades. Los valores más bajos corresponden a los
vinos Monastrell, que son los que a su vez tienen, especialmente los vinos base, menores
valores tanto de H pico como de H m. La disminución observada en estos parámetros
durante los 9 primeros meses de envejecimeinto, coincide también con una disminución
del valor correspondiente al nitrógeno proteico y peptídico en los vinos Trepat. Sin
embargo, esta disminución es mucho menos acusada en los vinos Monastrell, en los que
además no se producen variaciones importantes en los parámetros Hpico y Hm. En los
vinos Garnacha, se observa durante los primeros 9 meses una disminución de H pico, que
coindide con una disminución en la concentración del nitrógeno proteico y peptídico
respecto al vino base. Sin embargo, no se observan variaciones significativas en el
parámetro Hm durante este periodo. Algunos autores han señalado que debido a la baja
concentración de proteínas en los vinos, es posible que su importancia resida más en las
características de las proteínas, que en su concentración (Pueyo y col, 1996). A partir de los
9 meses y hasta los 18, no se observan cambios significativos en la concentración de los
parámetros espumantes de estos vinos, pese a que en los vinos elaborados con Trepat y
Monastrell, se ha comprobado un aumento en la concentración del nitrógeno proteico y
peptídico a los 15 meses de envejecimiento, que sugiere el inicio de la autolisis. En los
vinos Garnacha, en los que no se ha comprobado un aumento de compuestos nitrogenados
durante los 12 meses que el vino ha envejecido con las levaduras, la Hpico sigue
disminuyendo, pero la Hm se mantiene constante.
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Del análisis de las características espumante se podría concluir, que los vinos base
Trepat y Garnacha se asemejan bastante, y tienen los mayores valores de H pico, Hm y sd
300. Los vinos espumosos, tienen en cambio un comportamiento diferente. Los vinos
espumosos Garnacha de 9 meses tienen valores más bajos de H pico que los vinos base, y
prácticamente similares de Hm, mientras que los vinos Trepat a los 9 meses tienen valores
mucho más bajos de H pico, y menores a su vez que los vinos espumosos Garnacha. Los
valores de H m siguen siendo menores que los vinos base y que los determinados en los
vinos espumosos Garnacha. El parámetro sd 300, es más alto en los vinos espumosos
Garnacha que en los Trepat. Los vinos espumosos de 18 meses no mejoran sus
características espumantes respecto a los de 9 meses. Los vinos Monastrell, mantienen en
general invariables estos parámetros durante el envejecimeinto. A los 18 meses
prácticamente no existen diferencias entre los vinos Monastrell y Trepat.
La influencia que los parámetros estudiados tendrán en la calidad final de la
espuma que se formará en la copa, se podría resumir en que los vinos espumosos de 9
meses elaborados con la variedad Garnacha, con los valores más altos de H pico y H m,
alcanzarán mayor altura de espuma, formando una corona completa, ya que el parámetro
Hm está muy relacionado con la cantidad de espuma. Sin embargo, debido a que tienen
unos valores de sd 300 muy altos, esta espuma será muy dinámica, en continua evolución,
con frecuentes oscilaciones, y por tanto, con mayor desprendimiento de CO2, con lo que la
estabilidad de la espuma será menor. Los vinos espumosos Trepat, tienen menor cantidad
de espuma, aunque la estabilidad de esta espuma será mayor, ya que se produce menor
pérdida de CO2 Los vinos espumosos Monastrell se diferencian muy poco de los Trepat en
cuanto a la calidad de espuma.
3.10.3 Estudio de las características espumantes de los vinos espumosos elaborados
con las variedad Parellada. Influencia de las condiciones de cultivo.
Empleando el equipo Mosalux ®, se han determinado tres parámetros
representativos de la calidad espumante de los vinos estudiados. Estos tres parámetros son
la Hm, o altura máxima de la espuma, la Hs, que es ía altura a la que se estabiliza, y Ts, o
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tiempo que tarda en estabilizarse. La correlación positiva entre la altura máxima de la
espuma y la altura a la que la espuma se estabiliza, ha sido puesta de manifiesto por
Andrés-Lacueva y col. (1996), por tanto, en la tabla 46, se muestran únicamente los valores
medios y la desviación típica, de Hs y Ts, expresados en mm, y en segundos,
respectivamente, obtenidos del análisis de los vinos espumosos Parellada A (PA), y
Parellada B (PB), a los 9, 12, 15 y 18 meses de envejecimiento con las levaduras.
Al realizar el análisis de varianza (datos no mostrados), de dos factores (tiempo de
envejecimiento y condiciones de cultivo), con los datos de Hs y Ts, se demostró que tanto
el tiempo de envejecimiento del vino con las levaduras, como la práctica vitícola empleada
en los viñedos Parellada, influye significativamente en las características espumantes de los
vinos así obtenidos. La influencia del tiempo de envejecimiento en las características
espumantes de vinos espumosos de menos de 365 días, y medidas con el equipo de guía de
ondas y ultrasonidos, se puso de manifiento también en el apartado anterior.
En la figura 44a y 44b, se muestra la evolución en el tiempo de los parámetros Hs y
Ts, respectivamente, en los vinos espumosos Parellada A y Parellada B. Como puede
observarse en la figura 44a, los vinos espumosos PA, en general, presentan valores más
altos de Hs que los PB. En los dos tipos de vinos se produce un aumento de este parámetro
a los 12 meses, aunque esta subida es mucho mayor en los PA, A partir de este tiempo los
dos vinos experimentan una disminución de Hs, mucho más acusada de nuevo, en los PA,
siendo más progresiva y menos brusca en los PB. A los 18 meses, los dos tipos de vinos
alcanzan valores similares, que corresponden con los más bajos determinados.
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Figura 44. Evolución durante el tiempo de envejecimiento de los parámetros Hs (a) y
Ts (b), en los vinos espumosos Parellada A y Parellada B.
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La figura 44b, representa, la evolución del parámetro Tst en los dos tipos de vinos
PA y PB. Como puede observarse los valores son similares en ambos casos hasta los 15
meses. Durante todo este tiempo se está produciendo una disminución paulatina de este
parámetro. A partir de este tiempo, tiene lugar un aumento del Ts, mucho más brusco en los
vinos PA, que en los PB. En los vinos espumosos PA, a los 18 meses se alcanzan valores
muy próximos a los que presentan los vinos de 9 meses.
En general se puede decir que los vinos espumosos elaborados a partir de viñedos
sometidos a condiciones de cultivo de sobreexplotación (PA), presentan características
espumantes diferentes a los vinos espumosos elaborados a partir de viñedos Parelladas
cultivados según las prácticas culturales tradicionales (PB). Los vinos PA tienen valores de
Hs, es decir la altura a la que se estabiliza la espuma mayores que los PB, siendo a los 12
meses el periodo de tiempo en el que se alcanzan mayores alturas, sin embargo, a los 15
meses las diferencias con PB se atenúan bastante. Los valores más altos de Hs encontrados
en los vinos espumosos PA pueden tener relación con la mayor concentración de proteínas
determinada en estos vinos. Distintos autores han descrito la influencia de las proteínas en
las características espumantes de los vinos (Malvy y col, 1994; Pueyo y col., 1995).
Andrés-Lacueva y col. (1996) determina una correlación positiva entre estos compuestos y
la altura máxima de la espuma (Hm)t y negativa, en el caso de permanencia de la espuma
(Ts), ambos parámetros medidos en el Mossalux ®.
El tiempo de permanencia es muy parecido en los dos tipos de vinos hasta los 15
meses, y es a los 18 meses, cuando se hace patente esta diferencia y se alcanzan valores
muchos más altos en los PA.
Las variables que se correlacionan positivamente con el parámetro Hs, tienen una
correlación negativa con el parámetro Ts, como también han comprobado otros autores
(Pueyoycol., 1995b, Andrés-Lacueva y col., I996ayb).
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3.10.4 Análisis de las características espumantes de los vinos espumosos elaborados
con mezclas de variedades blancas y tintas.
Para comprobar el efecto que sobre los carcterísticas espumantes tienen las mezclas
de vinos base elaborados con variedades blancas y tintas, se llevó a cabo la determinación
de uno de los parámetros mas representativos de la calidad espumante de los vinos que es
Hm, o altura a la que la espuma se estabiliza, además como se ha comprobado en la
sección anterior existe una relación línea! entre el parámetro Hpico y Hm. En la figura 5, se
muestra en diagrama de barras el valor medio de tres determinaciones realizadas con el
equipo de medida de espuma mediante detector de ultrasonidos y guía de ondas. El vino
base Tipus, es decir el vino elaborado con mezcla de variedades blancas, Macabeo, Xarel.lo
y Parellada, que es el empleado para mezclar con los vinos base varietales elaborados con
uvas tintas, Trepat y Monastrell, como se puede observar en la figura 45a, es el que tiene
un valor más alto de Hm. Después estarían los vinos base elaborados con la variedad
Trepat, y por último, los valores más bajos de Hm corresponden a los vinos base
Monastrell, observándose diferencias entre el vino base Monastrell 2, y el vino base
Monastrell 1, este último con valores más altos que el primero.
En la figura 45 b, se representa el valor de Hm en los vinos espumosos de 9 meses
monovarietales y sus respectivas mezclas. Como se comprobó en el apartado anterior, no se
producen cambios importantes en este parámetro en los vinos de 18 meses, por tanto,
únicamente se muestran los valores correspondientes a los vinos espumosos de 9 meses de
envejecimiento. Todos los vinos espumosos tienen valores de Hm menores que los
respectivos vinos base, como ya se comentó en el apartado anterior. En esta figura puede
observarse que las mezclas mejoran las características espumantes (medidas como Hm),
respecto a los correspondientes vinos varietales. El único vino espumoso que no ha
presentado importantes variaciones respecto a las mezclas, es el vino monovarietal Trepat
2. Es de destacar que todos los vinos de mezcla tienen valores más altos de Hm que el vino
espumoso Tipus. Es especialmente importante el aumento que en este parámetro se produce
en los vinos de mezcla elaborados con la variedad Monastrell, a pesar de que están
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elaborados con menor proporción (25%) de vino monovarietal Monastrell que los
elaborados con la variedad Trepat (50 %).
Por tanto, se puede concluir que las mezclas de vinos base elaborados con
variedades blancas y de vinos base elaborados con variedades tintas, mejora las
características espumantes de los vinos espumosos de 9 meses de envejecimiento.
Resumiendo los aspectos más destacados del estudio de diferentes parámetros
relacionados con la calidad de la espuma, y los factores que influyen en los mismos, se
puede indicar que la cepa de levadura empleada en la segunda fermentación no influye en
ninguno de los parámetros espumantes analizados. La bentonita añadida a los vinos, en
cambio, produce una disminución de las características espumantes de los vinos. La
segunda fermentación, y el tiempo de envejecimiento, tanto el comprendido entre los 40 y
365 días, como a partir de 365 días, hasta 18 meses, influye en los parámetros espumantes.
Los principales cambios se producen desde el vino base hasta los 9 meses, en los que hay
una disminución muy acusada de los parámetros Hpico y Hm. A partir de los 9 meses, estos
cambios son menos acusados, y los parámetros tienden a estabilizarse. La H pico y la Hm,
muestran un comportamiento similar, excepto en los vinos espumosos rosados elaborados
con Garnacha. Estos últimos son los que además han presentado mejores características
espumantes. Las mezclas de vinos base elaborados con variedades blancas y tintas, mejora
las características espumantes de los vinos espumosos de 9 meses, respecto a los vinos
elaborados únicamente con mezcas de variedades blancas.
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Figura 45. Valores medios del parámetro Hm en los vinos base y espumosos varietales
y mezclas estudiados.
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3.10.6 Estudio de correlación entre las distintas variables químicas analizadas en los
vinos y los parámetros espumantes.
Para poder conocer la posible existencia de relaciones entre las características
espumantes de los vinos y su composición química, se ha aplicado el Análisis de
correlación canónica a los datos correspondientes a las determinaciones de la composición
global, de los compuestos volátiles y de los fenoles de bajo peso molecular de todos los
vinos estudiados en esta Memoria. Se han incluido además los datos de los antocianos de
los vinos base y espumosos de los vinos procedentes de las variedades de uva tintaTrepat,
Monastrell y Garnacha.
En la tabla 47 se muestran las variables químicas que tienen un coeficiente de
correlación mayor de 0,7 con los parámetros espumantes. Como se puede comprobar en la
tabla 47, el grado alcohólico, es la única variable de las que forman parte de lo que hemos
denominado composición global de los vinos que se tiene una relación mayor de 0,7 con los
tres parámetros espumantes determinados, altura de pico (Hp), altura a la que la espuma se
estabiliza (Hm) y la desviación estandard (sd300). Los compuestos volátiles que se
correlacionan con los parámetros espumantes son los acetatos de ísoamilo y de hexilo, y el
octanoato y decanoato de etilo. Estos dos últimos compuestos junto con el acetato de
hexilo, se relacionan positivamente con los tres parámetros espumantes. El acetato de
isoamilo, sin embargo, se relaciona positivamente con Hp y Hm, mientras que tiene un
correlación negativa con la sd 300. Los compuestos fenólicos de bajo peso molecular no
parecen tener mucha influencia en las caracteríticas espumantes, tan sólo los ácidos
protocatéquico y vainillínico y el cis-caftárico, tienen coeficientes de correlación mayores
de 0,7 con los valores de sd300 y el triptofol con los valores de Hm. El grupo de
compuestos que mas se correlaciona con los parámetros espumantes es el de los antocianos.
Como se puede comprobar el grupo de glucósidos cumarílicos, y de antocianos complejos
tiene correlación con la Hp. La variable formada por la suma de todos los antocianos
analizados en cada uno de los vinos, se también se relaciona con la Hp y Hm.
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Tabla 47. Coeficientes de correlación* entre las variables correspondientes a la
composición química, compuestos volátiles, fenoles de bajo peso
molecular, y antocianos, con los parámetros espumante Hp, Hm y sd
300.
Variables Hp Um sd300
Composición química Grado alcohólico -0,80 -0,78 -0,80
Volátiles
Acetato de isoamilo
Acetato de hexilo
Octanoato de etilo
Decanoato de etilo
-0,93 -0,90 0,77
0,93 0,91 0,74
0,89 0,90 0,76
0,97 0,95 0.82
Fenoles de bajo peso
molecular
Átitficinnnv * *
Protocatéquico
Vainillínico
cis-Caftárico
Triptofol
Delfinidín glucósido
Petunidín glucósido
Vitisina A
Complejo Antociano-
procianidina I
Peonidín acetil glucósido
Peonidín cumaroil glucósido
Malvidín cumaroil glucósido
Derivado malvídín-gucosa
Derivado de alto peso molecular
(m)
Glucósidos cumárilicos
Antocianos complejos
Suma antocianos totales
-
-
-
-
0,81
0,71
0,70
0,72
0,74
0,79
0,76
-
-
0,83
-
0,74
-
-
-
0,71
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
0,74
0,72
0,78
0,97
0,81
-
-
-
-
-
-
-
-
0,90
-
-
0,94
*: Se han seleccionado las variables que presentan un coeficiente de correlación mayor a 0,7 (en
valor absoluto).
**: Para el cálculo de los coeficientes de regresión sólo se han tenido en cuenta los vinos base y
espumosos elaborados con las variedades Trepat, Monastrell y Trepat.
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El grado alcohólico se relaciona negativamente con los tres parámetros espumantes
analizados. La viscosidad del medio parámetro está muy relacionado con el grado
alcohólico del vino, y por tanto va a influir en el desprendimiento de CO2 de los vinos.
Cuanto mayor es el grado alcohólico de un vino, mayor es su viscosidad, y por tanto peor
será el desprendimiento de CO2.
Los compuestos volátiles que más se relacionan positivamente con los parámetros
espumantes son el acetato de hexilo, el octanoato de etilo, y sobre todo, el decanoato de
etilo. Estos dos últimos esteres son compuestos lineales, formados por una larga cadena
hidrocarbonada, de tipo hidrofóbico y el grupo carbonilo polar. Por tanto son moléculas
anfotéricas. Algunos autores han determinado que estas moléculas forman aglomerados o
micelas en soluciones acuosas (Tanford, 1980) y en soluciones modelo que contienen
etanol, se ha determinado que tienen el mismo diámetro de micela que se ha encontrado en
bebidas espirituosas (Paterson y col., 1994). Por tanto estas moléculas, se pueden disponer
en el vino como vesículas o micelas, en las que podría quedar englobada una molécula de
CO2, formando una especie de complejo de inclusión que estabilizaría la espuma. Es decir
actuarían como tensioactivos ya que un compuesto tensioactico estabiliza el CO2, porque
disminuye la tensión superficial del líquido, y es capaz de formar agregados micelares que
pueden encapsular CO2 en su interior (Comelles, 1991).
Los compuestos que mejor se correlacionan con los parámetros espumantes,
pertenecen al grupo de los antocianos. Hasta el momento actual no se había descrito que
este grupo de compuestos tuvieran influencia en la calidad espumante de los vinos, sin
embargo de forma empírica se sabe que los vinos tintos dan mejor espuma que los blancos.
El estudio de las características espumantes de vinos elaborados con variedades tintas
vinifícadas en blanco, para extraer menos compuestos coloreados, y así poder realizar
coupages con vinos blancos, ha sido uno de los objetivos de esta Memoria. Sin embargo,
como se ha demostrado con el análisis de los parámetros espumantes de los vinos
elaborados con variedades tintas vinifícadas en blanco, y con variedades tintas vinifícadas
en rosado, son estos últimos, los vinos vinificados en rosado, los que tienen mejores
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características espumantes. Por tanto se se desea mejorar la espuma de los vinos no es
suficiente con utilizar una mezcla con variedades tintas sino que hay que hacerlo en unas
condiciones que se extrigan los antocianos.
La explicación de por qué mejoran las características espumantes al aumentar la
concentración de antocianos, podría ser similar a la comentada para los esteres de cadena
larga. Parece ser que la asociación de moléculas de alto peso molecular, como en este caso
son los compuestos antociánicos podrían dar lugar a complejos de inclusión, que podrían
atrapar moléculas de CO2 en su interior, y de esta forma estabilizarlo.
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Conclusiones
1 En la validación del método de HS-SPME puesto a punto para el análisis de
los compuestos volátiles minoritarios de los vinos, se ha comprobado que:
La precisión es mejor del 10% para 11 de los 15 compuestos cuantificados, los
límites de detección se encuentran comprendidos entre 0,002 y 1,390 mg/L, los
coeficientes de determinación obtenidos en el cálculo de la linealidad del método
fueron mejores de 0,900 y la recuperación media de todos los compuestos
estudiados fue del 97%.
2 En el análisis de los compuestos fenólicos de bajo peso molecular mediante
el empleo de cromatografía de líquidos de alta eficacia (HPLC) con un
detector de fotodiodos alineados y por acoplamiento con un detector de
espectrometría de masas,
Se han identificado por primera vez en vinos espumosos siete compuestos
derivados del ácido hidroxicinámico y siete flavonoideos.
Del estudio de los factores que influyen en la composición volátil de los
vinos, se ha comprobado que:
La cepa de levadura utilizada en la segunda fermentación y la adición de
bentonita en la solución de tiraje no influyen significativamente en ninguno de
los compuestos volátiles analizados.
Los vinos procedentes de uvas cultivadas en las condiciones tradicionales tienen
un contenido mayor de nueve de los veinte compuestos volátiles analizados que
los procedentes de viñedos cultivados en condiciones de sobreexplotación.
Del estudio de los factores que influyen en la composición fenólica de los
vinos, se ha comprobado que:
Los vinos procedentes de uvas de viñedos sometidos a condiciones de
sobreexplotación, tienen mayor contenido de los ácidos hidroxicinámicos y de la
mayoría de sus esteres, del cis resveratrol y de su glucósido y de ácido gálico.
Existen diferencias en la concentración de los compuestos fenólicos de bajo peso
molecular en función de la variedad de uva. El análisis cluster de los datos
obtenidos tanto con las variedades de uva tinta como con las de uva blanca, ha
permitido obtener agolpamientos entre los vinos en función de la variedad de
uva de la que proceden.
Los compuestos fenólicos de bajo peso molecular no se modifican durante el
envejecimiento con las levaduras
La composición en antocianos se modifica durante el envejecimiento de los
vinos con las levaduras, produciéndose a largo del tiempo disminuciones e
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incrementos lo que indica que se producen tanto reacciones de hidrólisis como
polimerizaciones.
Del estudio de los factores que influyen en las características de la espuma,
se ha comprobado que:
Los valores que alcanza la espuma del vino al pasar aire a su través son mayores
en los vinos base que en los vinos espumosos. La existencia de una relación
negativa entre el grado alcohólico y la formación de espuma de los vinos,
explica que los vinos base den espuma de mejor calidad que los vinos
espumosos.
Los vinos de variedades tintas vinifícadas en blanco, no tienen mejor calidad de
espuma que los de variedades blancas. Los vinos de la variedad Garnacha,
vinifícados en rosado, son los que han dado mejor calidad de espuma.
Se ha encontrado una relación de los compuestos antociánicos con la calidad de
la espuma lo que explica que los vinos rosados de la variedad Garnacha sean los
que han dado espuma de mejor calidad.
Si se desea mejorar la calidad de la espuma de los vinos a través de la utilización
en los vinos base, de mezcla de uvas de variedades blancas y tintas, es necesario
que se utilicen unas condiciones de vinificación que permitan extraer una
cantidad suficiente de antocianos de las uvas tintas.
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